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1977 yılında aynı yazarın yayınladığı Fermantasyon Mikrobiyolo- 
jisi ders kitabının ön sözünde aynen "bu ders kitabı ulusal ekonomi- 
lerde giderek artan önemini bildiğimiz Endüstriyel Mikrobiyolojiye gi- 
giriş anlamına gelebilecek bir görevi üzerine almalıdır" denilmişti. Bu- 
nunla endüstride büyük bir potansiyel oluşturan çeşitli mikroorganizma- 
ların okuyucuya tanıtılmasından çok, onların endüstriyel bir proseste 
nasıl kullanılacaklarının öğretimi amaçlanıyordu. Halbuki, geçen süre 
içerisinde bu konuda yeni öğeler, örneğin serbest ve bağlı enzimlerin ve 
hatta doku kültürlerinin endüstride kullanımı gibi endüstriyel mikro- 
biyolojinin kapsam ve anlamını oldukça değiştiren öğeler ,başka bir de- 
yimle "Biyoteknoloji" kavramı önem kazanmış bulunuyor. Bu nedenle 
Fermantasyon Teknolojisi ders programını yeni bir yaklaşımla ele al- 
mak zorunluk haline gelmiştir. Kanımızca, bu yaklaşıma göre artık 
fermantasyon mikrobiyolojisi eğitim ve öğretim programını yalnız mik- 
roorganizmalar açısından değil, aynı zamanda, özellikle mikrobiyel en- 
zimoloji ve metabolizma, metabolizmanın düzenlenmesi, teknikte kul- 
lanılan mikroorganizma suşlarının özellikleri, elde olunmaları, muhafa- 
zaları ve kolleksiyonları açılarından da ele almak gerekmektedir. Başka 
bir deyimle artık Fermantasyon Mikrobiyolojisi ders programını biyo- 
teknolojinin verileri doğrultusunda yeniden düzenlememiz ve özellikle 
lisans programlarına "Biyoteknoloji Dersi"ni almış bulunan eğitim 
ve öğretim kurumlarımızda bu derse biyoteknolojinin bir "önders"i o- 
larak bakmamız gerektiği kanısındayız. 


Bu görüşler ışığı altında yeniden organize ederek yazdığımız Fer- 
mantasyon Mikrobiyolojisi ders kitabının sevgili öğrencilerime ve diğer 
okurlarıma faydalı olacağına içtenlikle inanıyorum. Ayrıca biyotekno- 
loji alanında oldukça yeni başlayan, fakat bitmeyecek bir arayışın ürünü 
olan bu tür eserlerin ideale ulaşabilmesi için bütün okurlarımın yapacak- 
ları eleştirilerin bana ilerde ışık tutacağını belirtmek ve nihayet bu eser- 
deki şekillerin yapılmasında hizmetlerine karşı minnet duyguları taşı- 
yacağım kızım Bilge GÖKSİDAN (PAMİR)'a ve fakültemiz desinatörü 
Engin SEZA'ya burada teşekkür etmek isterim. 

Ankara, 1985 M. Hilmi PAMİR 


VELİ 


I. FERMANTASYON MİKROBİYOLOJİSİNİN GELİŞİMİ 


Mikroorganizmaların rol aldığı biyolojik olaylar ve meydana getir- 
dikleri ürünler binlerce yıldan beri bilinmektedir. İnsanların bu ürünlerle 
tanışmaları ve arkasından yaptıkları ilk buluşlar ve edindikleri dene- 
yimler önce bireysel olmuş, daha sonra bunlar toplumların genel kültür- 
lerine mal olmuştur. İlkel insanların saklanan meyvelerin sularını iç- 
tiklerinde keyif duygusunu almalarıyla başlayan bu süreç, bugün dahi 
birçok ilkel insan topluluklarında yapıldığı gibi, toprak ve ağaç kaplarda, 
meyve kabuklarında tulumlarda ilk fermantasyon tekniklerinin doğ- 
masına, başka bir deyişle mikrobiyolojik esasa dayalı bir tekniğin ilk 
defa ortaya çıkmasına yol açmıştır. 


Arkeologların kanılarına göre en az 10000 yıldan beri aşağı Mısır ve 
Mezopotamya arasında kalan bölgede üzüm suyundan şarabın elde olun- 
ması, hatta bal, palmiye ve hurma şarapları Taş Devri'nin ortalarında, 
yani bu bölgedeki yüksek medeniyetlerin başlamasından çok önce bi- 
liniyordu. Şarabın kendiliğinden kolayca dönüşmesiyle meydana gelen 
sirkenin bilinmesi ise, daha geç olmasa gerektir. Eski Elenler ve Roma- 
lılar tarafından en makbul içki şarap kabul edilirdi. Şarabın Avrupa'- 
da yayılması ise Roma İmparatoru Marcus Aurelius Probustur (M.Ö. 
282—276) zamanında Romalıların gittikleri yerlere asma kültürünü de 
beraberlerinde götürmeleriyle gerçekleşti. 


Biranın tarihçesi ise ekmeğin tarihçesi kadar eskidir. Mezopotam- 
yalılar ve Mısırlılar bira benzeri içki yapıyorlardı. M.Ö. 3000 yıllarından 
bugüne intikal etmiş ve Louvre müzesinde saklanan meşhur bir yazılı 
tabletten (Monument Bleu) anladığımıza güre, Sümerler genel olarak 
hububattan bira yapıyorlardı. Keza eski Mısırlılardan kalan papirüsler- 
den öğrendiğimize göre, Mısırlılar 8 çeşit bira benzeri içki yapabiliyor- 
lardı. Bu içkilerin içerisine çeşitli meyve ve bitki kısımları ilâve ederek 
onlara değişik koku ve tad verdiler. Hatta şeker ilâvesiyle 99 12—15 
alkol içeren bira benzeri içkiler yaptılar. Babiller ise laktik asit ferman- 


tasyonunun da katıldığı bir tür bira benzeri içki yapıyorlardı ki, böyle- 
ce mamülün dayanıklılığı artmış oluyordu. Tarihi kayıtlardan Babil'de 
20 çeşit bira benzeri içkinin yapıldığı ve Hamurabi kanunlarından bu iç- 
kileri içenler ve satanlar hakkında hükümler getirildiğini öğreniyoruz. 
Hemen hemen aynı tarihlerde Uzak Doğu'da "Pirinç Birası" (Sake)'nin 
hazırlanışının bilindiği' açık bir gerçektir. Bu içkinin Çin'deki Hisia İm- 
parator Sülâlesi'nin sarayında M.Ö. 2200 yıllarında bilindiği saptanmış- 
tır. 


Soya mayşesi "Tou'dan fermantasyonla elde olunan lezzetli bir 
peynir türü "Sufu"nun üretim yöntemleri Çin'de en azından 2000 yıl- 
dan beri yaygın olarak bilinmektedir. Keza en az 1000 yıldan beri Japon- 
ya'da fermantasyon yöntemiyle soyadan "Shoyu" adında bir sos ve çeş- 
ni maddesi olan "Miso" yapılmaktadır. 


Bu zamanımıza kadar gelen fermantasyon yöntemleri kısmen böl- 
gesel, ve hanı maddeye dayalı farklılıklar göstererek yeryüzünde bir 
yayılım alanı bulmuşlardır. 


Biracılık üzüm yetiştirilemeyen yerlerde yapılıyordu. Örneğin Orta 
Avrupa'da "Arpa Birası," Uzak Doğu'da "Pirinç Birası", Rusya'da "K- 
wass", Orta ve Güney Afrika'da ise "Pombe" içiliyordu. Başka yöreler- 
de ise, alkollü içkilerin yapılmasında daha az rastlanan ham maddelere 
dayanmak zorunluluğunda kalınıyordu. Orta Amerika'da Azteklerin 
zamanından beri agav şırasından "Pulgue" ve Güney Rusya steplerinde 
yaşayan Tatar Türkleri tarafından kısrak sütünden "Kımız" yapılıyordu. 
Bütün Uzak Doğu memleketlerinde ise soyadan fermente olmuş içkiler 
(Sufu, Shoyu, Misa, Natto, Tempek, Hamanatto) ve balık mamülleri yayı- 
lıyordu. 


Süt sığırcılığı yapılan yerler ise ekşitilmiş süt mamülleri ve peynir- 
cilik alanları oldu. Örneğin Balkanlar ekşitilmiş süt mamüllerinin yo- 
gunlaştığı bir bölge olurken, bugünkü Fransa taraflarında peynircilik 
hâkim bir duruma geliyordu. Roguefort'a benziyen ve Gal spesiyalitesi 
olarak deniz yoluyla Roma'ya götürülen küflü bir peynir çeşidi çok mak- 
bul oluyordu. 


"Orta Zaman'ın başlarında Avrupa'da konyağın imâli ile yeni bir 
konu ortaya çıktı. Her ne kadar Asurlular daha M.Ö. 1800'lerde desti- 
lasyon hakkında bilgi sahibiydilerse de, bu teknikten yalnız koku madde - 
lerinin ve esanslarının elde olunmasında faydalanıyorlardı. Hurma şa- 
rabından alkol elde olunmasında geliştirilmiş bir tekniği ilk defa Arap 
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kimyagerleri M.S. 9'uncu yüzyılda kullandılar ve elde ettikleri mamüle 
"En Asil" anlamına gelen "Alkol" (EI-Kuul) adını verdiler. Fakat müslü- 
manlara alkollü içkilerin yasaklanması nedeniyle bu buluşun kültür ev- 
rimindeki yeri 13'üncü yüzyıla kadar gizli kaldı. Ancak İspanya'nın 
Berberiler'den geri alınmasından sonradır ki, bu Arap buluşu konyağın 
tekniğiyle beraber Avrupalılar tarafından tanınmış oldu. Bunda Pa- 
racelsus aracı oldu. 


İnsanlar tarafından kullanılan bütün bu geleneksel fermantasyon 
proseslerinin ekonomisinde ve faydalanma biçimlerinde yaklaşık yüzyıl 
öncesine kadar esaslı bir değişiklik olmadı. Yöntemlerin başarısı ya da 
başarısızlığı çoğu kez rastlantıya bağlı kalıyordu, ve cereyan eden ol- 
aylar daima doğa üstü, içinde gizlerin saklı olduğu bir şeye bağlanıyor- 
du. İlk defa 1595 yılında Libavius fermantasyon (Fermantatio) ile kokuş- 
ma (Putrefactio)'nun ayrı şeyler olduğunu belirtti. 


Bundan yaklaşık 100 yıl sonra da Becher şeker içeren sıvıların fer- 
mente olduğunu ve sonuç olarak alkolün oluştuğunu savundu. Helmont 
1648'de fermantasyon sırasında gaz çıktığını buldu. Wren de çıkan bu 
gazın CO, olduğunu saptadı. 


Daha sonra Lavosier 1789'da şekerin fermantasyon yoluyla tama- 
men alkol ve CO'e parçalandığını gösterdi. Bu gelişmelerin en önemli 
kilometre taşını 1810 yılında Gay-Lussac'ın alkol fermantasyonunun 
kimyasal blançosunu açıklayan formülü ortaya koyması oluşturdu. Bu- 
na göre | molekül sakkarozdan 4 molekül alkol ve 4 molekül CO, mey- 
dana gelmekteydi. 


C,H,,O,, ->4C0, * 4 C,H,OH 


Sonradan bu formül 1828'de Dumas tarafından aşağıdaki şekilde 
değiştirildiyse de, bugün de aynı isimle anılmaktadır. 


C,H,O, ->2C0,$*2C,H,OH 


, Antonius Van Leeuwenhoeck (1632—1723) kendi yaptığı mikros- 
kopla çeşitli ortamları inceleyerek ilk defa mikroorganizmaların resim- 
lerini aslına sadık kalarak çizdi. "Küçük Hayvancıklar" adını ver- 
diği mikroorganizma resimlerini ve buluşlarını bir rapor halinde Lond- 
ra'daki Royal Society'ye sunarak bilim âleminde büyük yankılar uyan- 
dırdı. 


Lecuwenhock'un bu buluşları aynı zamanda fermantasyon mikro- 
biyolojisi için de önemli sonuçlar verdi. Çünkü hiç değilse bu buluşlar 
sayesindedir ki, fermantasyonun âmili üzerinde tartışmalar başlayabildi. 
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Exleben 1818'de mayanın canlı bir organizma olması gerektiğine 
işaret ettiyse de, bu sav fazla iltifat görmedi. 1837'de Cagniard Latour 
şarap mayalarının bitki evrenine giren ve çoğalabilen canlı organizma- 
lardan ibaret olduğunu belirtti. Aynı yıl bir Alman araştırıcı olan 
Schwann bira ve şarap mayaları üzerinde aynı sonuca vardı ve bütün 
alkol fermantasyonlarında maya hücresinin rol oynadığını söyledi. Me- 
yen ilk defa bu organizmaya "Şeker Mantarı" anlamına gelen Saccha- 
romyces adını verdi. Kützing'de sirkenin oluşunda canlı organizmaların 
rol oynadığını saptadı. 


Fermantasyonun canlı mikroorganizmalar tarafından yapıldığı 
tezine özellikle Wöhler, Justus V. Liebig 1839'da karşı çıktılar. Liebig' 
c göre, fermantasyon halindeki besiyerlerinde görülen mayalar parça- 
lanmaya maruz kalmış organik maddenin parçacıklarıdır. Fermantas- 
yon ise stabil olmayan moleküllerin katalitik parçalanmasından açığa 
çıkan enerjinin şeker molekülüne nakledilerek, onun alkol ve CO,'e 
ayrılmasıdır. Bu görüş, yani "Kimyasal Katalitik" teori bir ekolün do- 
ğuşuna yol açtı. 


Bu sıralarda idi ki, havanın steril bir hale getirilmesi sağlanmıştı. 
Önce bir kızgın borudan, sonra derişik sülfürik asit içinden ve nihayet 
pamuktan geçirilen hava sterilize edilmiş oldu. Bu denemelerden elde 
olunan sonuçlar 18'nci yüzyılın sonu ve 19'uncu yüzyılın başlarında pek 
yaygın bir teori olan "Kendiliğinden Doğuş" (Generatio Spontanca), yani 
canlı varlıkların cansız maddelerden kendiliğinden meydana gelmesi tezi- 
ne karşı olanların savunmalarına yardım etmiştir. Bir İngiliz din adamı 
olan Needham'ın da dahil olduğu bu ekol taraftarları maddenin doğasın- 
daki değişmede hava oksijeninin rol oynadığını ve gerçekten oksijenin 
bu özelliğinin havayı ısıtmakla kaldırılabileceğini savunuyorlardı. Bu 
tezin kanıtı olarak da Apert 1804'de et ve sebzeyi konserve etmek ama- 
cıyla kapalı bir kapta ısıtmış ve değişmenin ortaya çıkmamasını ısıtma 
sırasında oksijenin tahrip edilmesine bağlamıştır. Halbuki daha 1765'de 
bir İtalyan araştırmacısı olan Spallazani ısıtma sırasında oksijenin değil, 
bilâkis küçük canlıların tahrip edilmiş olduğunu basit bir denemeyle 
kanıtlamış bulunuyordu. Fakat bu buluşun gereği gibi değerlendirile- 
bilmesi için henüz zaman erkendi. Nitekim "Kendiliğinden Doğuş" teo- 
risinin çürütülebilmesi için Louis Pasteur'e kadar daha 100 senenin geç- 
mesi gerekmiştir. Pasteur ısı uygulamasının besin maddelerinde mikro- 
organizmanın çalışamayacağı kadar bir değişiklik yaratmayacağını ve 
dolayısıyla 1sı uygulanmış bir besin maddesinin mikroorganizmaların 
gelişmesine engel olamayacağını kanıtladı. Diğer taraftan da besin mad- 
delerini ısıtmak suretiyle sterilize etmenin mümkün olduğunu gösterdi. 


Böylece ilk olarak sterilizasyon tekniğinin ilkeleri ortaya konmuş oldu. 
Pasteur denemeleriyle alkol fermantasyonunun canlı varlıklar tarafın- 
dan yapıldığını kesin olarak ortaya koyarak fermantasyonun kimyasal- 
katalitik bir parçalanma olayı olmadığını, bilâkis "Vitalitik" bir olay ol- 
duğunu saptadı. 


Fakat henüz şeker molekülünün parçalanmasının maya hücresi 
içinde veya hücre dışında olduğuna yanıt verilememişti. İlk defa Traube 
1858 yılında fermantasyona maya hücresinde bulunan ve "ferment" 
denilen bir maddenin neden olduğunu söyledi. Nageli ise ilk defa bu mad- 
deyi gliserin yardımıyla hücreden dışarıya geçirmeyi başardı. Fischer 
1894'de bira mayasından maltozu iki molekül glikoza parçalayan mal- 
tazı izole etti. Buchner hücre zarını parçalama suretiyle şekeri parçala- 
yabilen bir sıvı elde etti ve buna "Simaz" (Zymase) adını verdi. Bu bu- 
luş enzim araştırmalarına çok değerli bir başlangıç oldu. 


Seynes belli mayalarda spor oluştuğunu gösterdi. Bu buluş maya 
sistematiğinde önemli idi. Aynı sporlar botanikçi Rees tarafından bir 
çok mayalarda bulundu ve böylece ilk olarak Saccharomyces cinsi tayin 
edilmiş oldu. Rees mayanın sınıflandırılmasında maya şekillerini esas aldı- 
ğı halde, sonradan Hansen aynı maya türünün değişik şekiller göstere- 
bileceğini ortaya koydu. Hansen ilk defa biracılıkta saf maya kullandı. 
Fermantasyonun biyokimyası ve mikroorganizmalar üzerindeki bilgi- 
lerin genişlemesi mikroornanizmaları saf yetiştirme metodlarının geliş- 
mesine yol açtı. Bu alanda en çok hizmeti geçenler Robert Koch, Lister 
ve Hansen gibi bilginlerdir. 


Lister ilk defa laktik asit bakterilerini saf olarak elde etti. Koch 
ise ilk defa seyreltme metodunu buldu ve jelatinli bir besiyeri kullandı. 
Hansen ise ilk defa mikroskop altında kontrol ederek tek hücreden saf 
kültür elde etmeyi başardı. Hansen ayrıca mayaların çeşitli şekerlere 
karşı olan ilişkilerini ve yetiştirme koşullarının mayanın şekli üzerindeki 
etkilerini inceledi. Aynı zamanda yabani ve kültür mayalarının spor 
oluşturma bakımından aralarındaki farka işaret etti. 


Alfred Jörgensen ilk olarak alt, sonra da üst fermantasyon mayası 
elde ederek bütün dünya biracılığının istifadesine sundu. Böylece mik- 
roorganizma kullanan diğer bütün endüstri kollarında da saf kültürün 
kullanılmasına öncü oldu. 

20'nci yüzyılda fermantasyon mikroorganizmaları üzerindeki araş- 
tırmalar daima artan bir hızla devam etti. Bu araştırmalara dünya- 
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nın bütün ileri ülkelerinin araştırmacıları katıldılar. İsviçreli (Mül- 
ler-Thurgau ve Alman Wortmann adındaki botanikçiler Hansen'in 
çalışmalarını şarapçılık alanına aktardılar. Wortmann ise ilk defa bir saf 
maya yetiştirme istasyonu kurdu. İlk defa Carlsberg laboratuvarında 
Winge maya genetiği üzerinde ve maya hibritlerinin ve mutantlarının 
elde olunuşunda sayısız çalışmalar yaptı. 


Diğer yönden fermantasyonun biyokimyası üzerinde sayısız bi- 
yokemist, bu arada Neuberg, Harden, Young, Warburg ve Euler gibi 
bilginler çalıştılar, ve buluşlarıyla alkol fermantasyonunun mekanizma- 
sını açıkladılar. 1922'de Meyerhof ve Hill glikozun solunum ve ferman- 
tasyon yollarıyla parçalanmasını açıklayarak, Euler ve Harden ise fer- 
mantasyon enzimleri üzerinde çalışmalar yaparak Nobel barış ödülünü 
kazandılar. Orla-Jensen'in laktik asit bakterileri üzerinde yaptığı çalış- 
malar yalnız bilim alanında değil, pratik alanda da önem kazandılar. 


Pasteur daha 1861 yılında fermantasyonun "havasız hayat" (La vie 
sans air) olduğuna ve bazı fermantasyonlarda oksijenin ortamdan kesin 
uzaklaştırılması gerektiğine işaret ederken bütirik asit fermantasyonun- 
dan bahsetmek istiyordu. Bu izlenim daha sonra başkalarının dikkatini 
çekti ve Fitz 1880'li yıllarda bir obligat anaerobik bakteri olan ve nişas- 
tayı bütilalkole dönüştürebilen Bacillus obutyricus'u buldu. 1912'de ise 
aynı konuda çalışan Fernbach karbonhidratı aseton ve bütilalkole dö- 
nüştürebilen daha yüksek verimli suşlar elde etti. Doğal kauçuğun dün- 
ya piyasalarında zor bulunuşu ve otomobil endüstrisinin kauçuğa olan 
şiddetli gereksinmesi kimyacıları bütilalkolden butadieni ve ondan da 
sentetik kauçuğun elde olunmasını sağlayan bir yöntem geliştirmeye 
zorladı. Bu durum 1913'de bütilalkol ve aseton üreten fermantasyon 
endüstrisinin hızlı yayılmasıyla sonuçlandı. 1. Dünya Savaşı'nda İngil- 
tere'nin uçak boyasında çözücü madde olarak bütilalkole ve hepsinden 
daha önemlisi barut imâli için fazla miktarda asetona gereksinme göster- 
mesi, bu konudaki çalışmaları teşvik etti. Bu sırada bir firmada çalışan 
Weizmann mevcut bakterinin 4 katı aseton oluşturan bir suş buldu. Üs- 
telik bu suş tedarikinde pek zorluk çekilmeyen mısırdan aseton yapabi- 
liyordu. Bu buluşuyla Chaim Weizmann harbin gidişine etki yapmıştı. 
İngilizler bu araştırmacıya minnet borçlarını Filistin'de bir Yahudi Dev- 
leti (İsrail) kurmakla ödediler ve Weizmann İsrail devletinin ilk cum- 
hurbaşkanı oldu. 


1. Dünya Savaşı Avrupayı çok sarsmış, birçok köyler ve şehirler 
tahrip edilmişti; insanlar açtı. Bu sırada ilk defa "Protein Noksanlığı"n- 


dan bahsedildi. Oysa bakterilerin ve mayaların çoğunlukla ağırlıkları- 
nın yarısından fazla protein içerdikleri, bu mikroorganizmaların protein 
sentezi için, insan ve hayvan gibi, protein kaynaklarına gereksinmeleri 
olmadıkları, tersine şeker ve amonyaktan protein yapabildikleri bilini- 
yordu. Keza iyi bir sığırın, kendi ağırlığı kadar protein sentezleyebilmesi 
için, ahırda veya çayırda yaklaşık 6—8 haftaya gereği olduğu, buna 
karşılık optimal koşullarda bir fermantörde yak. her iki saatte maya 
biyokitlesinin katlanabileceği anlaşılmıştı. Bu sırada Delbrück bir taraf- 
tan bira ispirto fabrikaları artığı olan mayanın insan ve hayvan beslen- 
mesinde kullandı, diğer yönden de ekmek mayası üretiminde isten- 
meyen bir yabani maya (Candida utilis)'nın. protein mayası olarak çok 
uygun olduğunu, zira bu mayanın ekmek mayasına göre 2—3 katı bi- 
yokitle verdiğini saptadı. Mikroorganizmalara besin olarak daima kar- 
bonhidratların verilmesinin gerekli olup olmadığı, değilse bu amaç için 
alışılmamış besinlerin kullanılıp kullanılamayacağı 40'lı yıllarda araş- 
tırma konusu oldu ve ilk defa Just 1949'da Candida-mayalarının petrol 
fraksiyonlarından faydalanabildiğim buldu. Petrol tanklarının çevresin- 
deki topraklardan aldığı çok sayıda örneklerden tercihen parafini C- 
kaynağı olarak kullanabilen Micrococcus sphaeroides'i izole etti. İlk defa 
1958'de British Petroleum Company petrolden maya üreten bir fabrika 
kurdu. Burada aynı zamanda gaz yağından parafinin uzaklaştırılması 
da amaçlandı. Bugün bir adım daha ileri gidilerek doğal gazın, me- 
tanın, hatta petrol rafinerilerinin yan ürünlerinden sentetik olarak üreti- 
lebilen metilalkolün bu amaç için kullanılıp kullanılamayacağı üzerinde 
çalışmalara başlandı. 


Hastalıkların mantarlarla tedavisi fikri yeni değildir. Çinliler M.Ö. 
1000 yıllarında küflendirilmiş "“soja-guark" ını deri enfeksiyonlarına 
karşı kullanıyorlardı. Keza Orta Amerika'daki Kızılderililer orman man- 
tarlarından cerahatli yaraların iyileştirilmesinde yararlanıyorlardı. Hat- 
ta Pasteur mikropların birbirine karşı olmalarından ilerde hastalıkların 
tedavisinde faydalanabileceğini ön görmüştü. Fakat ilk defa Emmerich 
ve Löwc 1901 yılında Bacillus pyocyaneus'un ve bugün Pseudomonas 
aeruginosa olarak adlandırılan bakterinin başka bakteri sporlarını öl- 
dürebildiğini keşfetti. Bu araştırmacılar bakteriyi yetiştirebildiler, et- 
kili maddeyi ekstre edebildiler ve "Pyocyanase" adıyla bu preparatı 
yüzlerce hasta üzerinde başarıyla denediler. Ancak bu antibiyotiğin 
her zaman aynı kalitede elde edilememesi nedeniyle, antibiyotikle te- 
davi yöntemi, fermantasyon endüstrisinde etkili işletme kontrol yöntem - 
lerinin bulunmasına değin, terkedildi. Bu süreç 40 yılı buldu. 


1928 Eylül ayında Londra'daki St. Mary Hastahanesi bakteriyo- 
logu Fleming bir kan çıbanı âmili Staphylococcus aureus ile çalışırken 
üstü açık kalan bir agar platta yoğun bakteri gelişimi içinde yer yer boş- 
luklar olduğunu gördü. Fleming buralardan her yerde çok yaygın ola- 
rak karşılaşılan Penicillism küf mantarını izole etti. Bundan hazırladığı 
preparatın "Pyocyanase" dan daha etkin olduğunu buldu ve bu yeni 
maddeye "Penicilline" (Penisilin) adını verdi. Fleming bulduğu madde- 
denin büyük bir kısmını yaranın iyileştirilmesinde kullandı. Geri kala- 
nını da günün birinde bu maddeyi çok miktarda üretebilmek ümidiyle 
sakladı. 


Aradan 12 yıl geçmişti. 2. Dünya Savaşı patlamış ve binlerce yara- 
lının enfeksiyondan hayatlarını kaybetmeleri Fleming'in penisillinin 
hatırlanmasına neden oldu. Oxford'da Florey ve Chain Fleming'in küf 
mantarından büyük ölçekte penisilin üretimi üzerinde yoğun çalışma- 
lara giriştiler ve 1940 yılında yapılan hayvan deneyleri iyi sonuç verince, 
1941 yılında kan zehirlenmesinden ölüm döşeğindeki bir Londralı 
polise uyguladılar. Hastanın durumunda derhal bir düzelme gözlendiy- 
se de, ellerindeki penisilin birkaç enjeksiyondan sonra bitince, hasta 
kurtulamayarak öldü. 


Bu tarihte penisilinin elde olunması çok zahmetliydi. 2 I'lik şişe- 
ler de ve 1 | besiyerinde yapılan yetiştirmenin sonunda 6 mg'dan daha 
az miktarda penisilin elde olunabiliyordu. Yöntemlerin iyileştirilmesi, 
yüksek verimli mutantların bulunması, daha iyi besiyerlerinin gelişti- 
rilmesi ve yeni analiz yöntemlerinin keşfedilmesi üzerinde yoğun çalış- 
malar yapıldı. Bu sırada henüz savaşa girmemiş olan Amerika'da Pfi- 
zer, Merck ve Sguibb adındaki firmalar küf mantarını önce yüzey yön- 
temiyle, daha sonra "Daldırma Kültür Yöntemi" (—Derin Kültür) ile bü- 
yük fermantörlerde yetiştirmeyi başardılar. Böylece problem çözülmüştü. 
Daha sonra Peoria'da pazar yerinde bir araştırmacı küflenmiş bir kavun 
buldu ve bundan yeni bir suş izole etti: Penicillium chrysogenum. Bu 
suş Fleming'in suşu olan P. notatum'dan 200 defa daha fazla penisilin 
oluşturuyordu. 


Penisilin bilindiği gibi, G (1) bakterilere karşı etkindir. Bundan 
dolayı antibiyotik arayışı durmadı ve Fleming'in buluşundan 15 yıl sonra 
Waksman bir tavuğun kursağından izole ettiği Sfreptfomyces griseus'dan 
bir (G (—) bakteri olan tüberküloz basiline karşı etkili streptomisini 
elde etti. Daha sonra dünyanın dört bir yanından alınan toprak örnek- 
lerinden terramisinin elde olunduğu Sirepfomycine rimosus izole edildi. 


8 


Vaktiyle penisilinin keşfedilmesinden klinik uygulamalarına kadar 13 
yıl geçtiği halde, bu defa terramisin 1 yıl sonra hekimlerin ellerinde bu- 
lunuyordu. 


Bugün bakterilerin, mayaların, küf mantarlarının, Sirepfomycet- 
lerin, alglerin ve şapkalı mantarların kitle halinde üretilebilmeleri dün- 
yadaki beslenme sorununa, özellikle protein noksanına ve artık madde- 
lerin değerlendirilerek ekosistemin daha fazla bozulmasına bir çözüm 
olarak görülmektedir. Buna ilâve olarak dünyadaki hammadde po- 
tansiyelinin son yüz yılda sınırsız olmadığının yaşanan olaylarla ortaya 
çıkması yeni maddelerin sentezlenmesi ve transformasyonu için mikroor- 
ganizmalarda var olan büyük kapasitenin kullanılması gerektiğine biz- 
leri inandırmaktadır. 


2. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALAR 


2.1. Mayalar 


2.1.1. Mayaların tanımlanması: Botanik, biyokimyasal, hatta tek- 
nik yönlerden hangi mikroorganizmalara maya denileceğini söylemek 
zordur. Jörgensen'e göre maya klasik olarak tomurcuklanma yoluyla 
çoğalabilen ve şekeri alkol ve CO,'e dönüştürebilen tek hücreli mikro- 
organizmadır. Fakat bu tanımlama bugün değerini kaybetmiştir. Çünkü 
bilinmektedir ki, alkol yapmayan, aynı zamanda misel de oluşturabilen 
mayalar da vardır. Sonra evvelce küf mantarlarına dahil edilen birçok 
mikroorganizma bugün gerek mikrobiyolojik gerekse fizyolojik bakım- 
lardan küf mantarlarından daha çok mayalara benzediğinden maya 
veya maya benzeri olarak kabul edilmektedir. Lodder (1970) ise mayaları 
"tek hücre formunun belirgin olduğu fungiye dahil mikroorganizmalar" 
diye tanımlıyor. Fakat bu tanımlamaya başka birçok mikroorganizma 
da girebilir. Cook'da (1958) mayaların oluşturduğu gruba "botanik an- 
lamda bir grup olmaktan çok, farklı sınıflara dahil edilebilmekle beraber, 
ortak bazı dış özelliklere sahip fungi" demektedir. Görüldüğü gibi bu 
tanım da açık değildir. En yeni bir tanımlama da Koçkova-Kratochvi- 
vilova (1981)'dan gelmiştir. Buna göre, maya "tallusu tek hücre olan 
keza bazılarında hif veya psödomisel olabilen (maya benzeri), bazı 
ları ise "gerçek misel" yapabilen, koloni oluşturacak şekilde tomur- 
cuklanma ile çoğalan, keza bazıları bölünme ile çoğalabilen (Schizosacc- 
haromyces) veya hem tomurcuklanma hem de bölünme ile çoğalabilen 
(Saccharomycodes), seksüel çoğalması karşı cinsiyetteki hücre veya 
sporların birleşmesiyle başlayan, plasmogaminin hemen arkasından 
karyogami gelen, bu nedenle dikaryofazı izlenemeyecek kadar hızlı 
olan, üreme ve karakteristik seksüel organları bulunmayan" mikroor- 
ganizmadır. Maya kelimesi Şemsettin Sami'ye göre, farsçadan gelmekte 
ve kullandığımız Türkçede "bazı şeylere kıvam veya tahammür vermek 
için konulan madde" anlamında (ekmek ve yoğurt mayası v.b.) kullanı- 
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lan bir kelime olarak gösterilmiştir ki, bu tanımlamadan doğrudan fun- 
gus olan bir mikroorganizma hücresi değil, tersine bir işin âmili olan 
herhangi bir madde anlaşılır. 


Batı dillerinde kullanılan kelimeler ise fermantasyon olayının bir 
dış görünüşünü ifade eder. Örneğin Almancadaki "Hefe" ve Fransızca- 
daki "Levure" kelimeleri Türkçede "kaldırmak" anlamına gelen "heben" 
ve "lever", ingilizce "yeast" kelimesi ise Türkçe'de "köpük" anlamına 
gelen Hollandaca "git" kelimesinden gelir. 


2.1.2. Mayaların ekolojisi: Mayalar doğada çok yaygındır. Mayaların 
yaşam çevriminde esas olarak toprak, tatlı ve sulu meyveler bulunur. 
Maya konukçulardan yağmurla, düşen yaprak ve meyvelerle toprağa 
geçer ve toprağın daha çok üst katmanlarında, 0-10 cm derinliklerinde 
kışı geçirir (şahinkaya, 1960). Buradan mayanın nasıl toprağın yüzeyine 
nakledildiği tam olarak bilinmemekle beraber, bunun böcek ve diğer 
hayvanlar aracılığıyla olduğu, sonra gene bunlarla veya tozla yaz ko- 
nukçularının üzerine nakledildiği zannedilmektedir. Mayanın özel ko- 
nukçulara geçişi ise gene böceklerle, bu arada özellikle çiçeklere konan 
arılar, kelebekler ve nihayet sinekler aracılığıyla olur. Bu suretle bir ya- 
şam çevrimi tamamlanır. Mayayı nakleden böceklerin çok çeşitli yerleri 
ziyaretleri nedeniyle mayanın doğadaki yayılışı çok geniştir. Ancak ma- 
yanın nakledildiği yerde yerleşmesi onun tür özellikleriyle, yani şekeri 
fermente etmesiyle, bazı gelişme faktörlerinin var olmasıyla, fiziksel 
ve kimyasal koşullara karşı durumuyla, organik asitler oluşturmasıyla 
veya bu asitleri parçalamasıyla ve son olarak burada sözü edilmeyen 
veya henüz bilinmeyen birçok etkenlerle ilgilidir. Buna bir örnek vermek 
gerekirse, nektarda Saccaharomyces-türlerinin yerine başta Candida 
reukaufiüü olmak üzere daha birçok tür mayaya rastlanılmasını söyleye- 
biliriz. Bunda nektarın azot bakımından fakir oluşunun rol oynama- 
sı olasıdır. 


Diğer bir örnek şarap üretiminden verilebilir. Üzüm üzerinde şarap- 
haneye gelen mayalar üzümün işlenmesi sırasında şıraya geçer. Ferman- 
tasyon süresince ortamdaki maya florasında bileşim ve miktar bakım- 
larından olan değişiklikleri herşeyden önce mayaların alkole karşı da- 
yanıklıkları tayin eder. Örneğin her şarap fermantasyonunda kesin ola- 
rak bulunan Kloeckera apiculata ancak © 4-6 alkole dayanabil- 
diğinden, fermantasyonun ortalarına doğru ortamdan kaybolur, ve al- 
kole daha dayanıklı maya olan Saccharomyces ellipsoideus ortama hâ- 
kim olur. 
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2.1.3. Mayaların morfolojisi: Mayalar tek hücrelidirler ve genel 
olarak oval veya yuvarlak, yahut silindir veya limon, şişe şeklinde olur- 
lar. Genellikle misel yapmazlar, fakat Endomyces lactis türü bir miselin 
özelliklerine sahip oluşumlar yapar (Şekil: 1). 


3 ZAN - 


Şekil: 1. Endomyces lactisde misel oluşu. x 740 (Reiffe göre) 


Keza besiyerleri üzerinde zar oluşturan mayaların hücreleri uzun 
olurlar ve bir araya gelerek bir miselyumu andırabilirler. Buna psödo- 
miselyum (pseudomycelium) denir (Şekil: 2). 


Hücre şekli türe, hatta bireylere göre değiştiği gibi, yetişme ve sak- 
lanma koşulları ile de büyük ölçüde ilgilidir. Sürekli fermantasyonlarda, 
Grant (1964)'a göre azot bakımından zayıf besiyerlerinde zengin olanlara 
göre daha uzun hücreler oluşmaktadır. Bundan başka yaşın da büyük 
önemi vardır. Genç hücreler yaşlı olanlardan değişik bir şekil göstere- 
bilirler. 


Morfolojik olarak maya türlerini ayırt etmek zor olmakla beraber, 
kuralolarak Saccharomyces cerevisiae (Şekil: 3) genellikle yuvarlak veya 
eliptik, S. ellipsoideus eliptik (Şekil: 4), S.pasforianus (Şekil: 5) ise uzun- 
ca, sosise benzer şekiller gösterir. 
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Şekil: 2. Candida tropicalis'de psödomiselyum oluşu. x 800 (Reiffe göre) 


Şekil; 3. Saccharomyces cerevisiae (Üst fermantasyon mayası). x 740 (Reiffe göre) 


Geçit şekillere de rastlandığından esas olarak Saccharomyces tür- 
lerini alışmayan bir göz için birbirinden ayırt etmek zordur. Buna kar- 
şılık bazı mayalar çok ayrıntılı şekiller gösterdiklerinden bunları ayırt 
etmek çok kolaydır. Örneğin Saccharomycodes ludwigii (Şekil: 6) şişe 
ve limon; Pichia uzun hücreleriyle (Şekil: 7); Kloeckera apiculata (Şe- 
kil: 8) limon şekliyle; Sechizosaccharomyces-türleri ortadaki bölmeleriyle 
kolayca tanınabilirler (Şekil: 9). 
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Şekil: 4. Saccharomyces ellipsoideus (Glaubitz'e göre) 


Şekil: 5. Saccharomyces pastorianus. x 500 (Glaubitz e göre) 


Maya hücrelerinin büyüklüğü 8x10 y kadardır. Bununla beraber 
hücre büyüklüğü beslenme ve kültürün yaşına bağlı olarak değişiklik- 
ler gösterir. 


Maya hücresi de bitki hücresi gibi, bir hücre duvarı, sitoplazma ve 
çekirdek kısımlarından oluşmuştur (Şekil: 10). 


Hücre duvarı hücreyi çevirmiştir. Genç hücrelerde duvar renksiz, 
ince ve gergindir, fakat diğer bitki hücrelerinkinin aksine esnektir ve gen- 
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Şekil: 6. Saccharomyces ludwigii. x 1140 (Reiffe göre) 


Şekil: 7. Pichia membranefaciens'e ait hücreler. x 1970 (ReifFe göre) 
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Şekil: 8. K/oeckera apiculata'ya ait hücreler. x 800 (Reiffe göre) 


Şekil: 9. Schizosaccharomyces pombe'ye ait hücreler. x 740 (Reiffe göre) 


leşebilir. Hücre yaşlandıkça hücre duvarı kalınlaşır. Bununla beraber bu 
herşeyden önce dış koşullarla ilgilidir. Hücre duvarından ayrı olarak hücre 
duvarının hemen altında sitoplazmik membran hücrenin besin madde- 
lerini seçmesinde ve onların hücre içine, metabolizma ürünlerinin ise 
hücre dışına naklinde önemli bir rol oynar (McWilliam, 1970). 
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Şekil: 10. Maya hücresi. x 3600 m. Mebran; p. Plazma; g. Granül; v. Vakuol (Akman'a 
göre). 


Hücrenin içini dolduran sitoplazma, yani hücre plazması, taze ve 
genç hücrelerde muntazam dağılmış olup saydam ve hafif mavimsidir. 
İçerisinde bir takım küçük tanecikler bulunur. 


Bunlardan bileşiminde RNA ve protein içeren taneciklere "ribozom" 
denir ki, bunlar protein sentezinde rol alırlar. Miktarı DNA ile beraber 
© 6-8'i, bazen &10'u bulur. Sitoplazmada bunlardan başka sayı- 
sı 4-20 arasında değişen ve hücre zarına yakın yerleşmiş "mitokond- 
rin" (Zkondriyozom) bulunur. Mitokondrinler enzimce çok zengindir. 
Mitokondrinlerin hücredeki görevleri hakkında fikirler değişiktir. Gli- 
kojen, lipid gibi depo maddelerinin yapımında ve yükseltgeme-indirgeme 
olaylarında rol oynadığı en çok kabul edilen tezdir. Yağ daneciklerine 
gelince, bunlar küre şeklinde, bazı maya türlerinde adedi fazla, bazıla- 
rında ise sadece 1-2'dir. Bu plazma danecikleri mayanın depo besin 
maddesi olarak mütalaa olunmaktadır. 


Hücrenin, örneğin S. cerevisiae mayasında, 9 6-27'sini oluşturan 
duvarın bileşimi üzerinde sayısız denemeler yapılmıştır. Hücre duvarı- 
nın bileşimi tür içinde benzerlik gösterir. Bu, hücre duvarı bileşiminin 
genetik bir kontrol altında bulunduğunu gösterir. Bununla beraber mad- 
delerin gerek miktarları gerekse çeşitleri türden türe değişebilir. Örne- 
gin kitin S. cerevisiaeda bulunmadığı halde Pichiada vardır. Maya 
zarında bulunan maddeler genellikle protein, yağ ve fosfatlardır. Bun- 
ların hücre duvarındaki miktarları aşağıdaki Tablo 1'de verilmiştir. 
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Tablo 1. Bira mayalarının hücre duvarında bulunan maddelerin miktarları 


MADDE Hücrede (K.M.)X& | Ortalama 
Glükan 30-45 40 
Mannan 30-45 40 
Protein (Nx6.25) 10-25 2 
Kitin 0.5-1.0 1 
Fosfat 0.1-2.0 1 
Lipid 3-10 6 


Şekil: 11'de görüldüğü gibi glükan ve mannan proteine bağlan- 
mışlardır. Yapılan araştırmalar mannan protein bileşiğinin mayaların 
topaklanmasından sorunlu olduğunu göstermiştir. 


Şekil: 11. Maya hücre duvarının şematik yapısı (Mândl'e göre) 


Mannan aynı zamanda sakkaroz, fosfataz gibi metabolizmada önemli 
bazı enzimlerin fosfor köprüsüyle hücre zarına bağlanmasında da önemli 
bir rol oynamaktadır. 


Mayaların yaşlanmış devrelerinde daha fazla sayıda ve büyüklükte 
olmak üzere hücre plazmasında boşluk görülmeye başlar. Bu boşluklara 
"vakuol" denir. Vakuoller hücre suyu ile doludur. Asidik bir karakterde 
olan hücre suyunun bileşiminde tuzlar, asitler, şeker, protein ve daha 
birçok maddeler bulunur. 


Hücre suyunun ozmotik basıncının yüksek olması mayanın canlı 
kalabilmesi için çok önemlidir. Hücrede vakuoller meydana geldiği zaman 
plazma da yoğunlaşmış olur ve hücre duvarına doğru toplanmaya başlar. 
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Mayanın yaşam fonksiyonlarında büyük rol oynayan hücre çe- 
kirdeği ancak özel boyama metodlarıyla mikroskop altında görülür bir 
bale getirilebilir. Maya hücresinin çekirdeği çeşitli şekillerde olmakla 
beraber daha ziyade yuvarlaktır ve 0.5-2 w kadar büyüklükte ola- 
bilir. Çekirdek kalıtsal özelliklerin toplandığı bir yerdir. Çok miktarda 
de&oksiribonükleik asit (DNA) içerir. 


Hücre çoğaldığı zaman çekirdek yarıya bölünür. Birinci yarısı 
"ana hücrede" kalırken ikinci yarısı yeni meydana gelen hücre adedi 
kadar bölünür ve böylece her hücrede bir çekirdek bulunmuş- 
olur. 


2.1.4. Mayaların çoğalması: Mayalar genel olarak 2 şekilde çoğalır- 
lar: 


2.1.4.1. Eşeysiz çoğalma 
2.1.4.2. Eşeyli çoğalma 


2.1.4.1. Eşeysiz çoğalmada kendi içinde aşağıdaki şekiller ayırt 
edilebilir: 


—Tomurcuklanma oo ile çoğalma: Maya hücresinin (ana maya) bir 
tarafında ve daha ziyade uç taraflarında bir şişkinlik meydana gelir. 
Bu şişkinlik giderek büyür; bir tomurcuk halini alır. Bu sırada ana 
hücre ile tomurcuk, yani yavru hücre arasında geride bir kanal kalır. 
Meydana gelen yavru hücre ana hücre büyüklüğünü alınca kanal ka- 
panır, etrafı tam olarak hücre duvarı ile çevrilir ve böylece bir hücre 
halini almış olur (Artrospor). Bu yavru hücre de aynı şekilde çoğalmaya 
başlar. Böylece "tomurcuklanma topluluğu" meydana gelir (Şekil: 
12). 


Bir ana hücre birçok defa yavru hücre meydana getirebilir. Ancak 
her yavru hücre ana hücre duvarının başka yerinde meydana geldiğin- 
den, hücre duvarı elektronmikroskop altında incelendiğinde yara izleri 
görülür. Yapılan araştırmalarda bir hücre duvarı üzerinde en fazla 20'ye 
kadar yara izine rastlanmıştır. Bazı araştırmacılara göre bu yara izlerin- 
den maya yaşını tayin etmek olanaklıdır. 


Her meydana gelen yavru hücre ana hücreden ayrılabildiği gibi, 
ortam sakin kaldığı sürece ve özellikle fermantasyonun ilk dönemlerinde, 
Şekil: 12'de görüldüğü gibi, birbirlerine yapışık kalırlar. Fakat fermantas- 
tasyon başlayıp karbondioksit gazı çıkmaya başlayınca, gazın çarpması, 


19 


e 


Şekil: 12. Tomurcuklanma topluluğu (Reiffe göre) 


itmesi sonucu olarak hücreler dağılır ve artık bu dönemde toplu hücre 
birlikleri görülmez; tek yada en çok ikişer olarak sıvıya dağılmış olur- 
lar. 


Bununla beraber bu durum maya türüne göre de değişir. Ör- 
neğin üst fermantasyon mayası alt fermantasyon mayasına göre da- 
ha uzun ve daha dallı zincirler yapar. Mayanın çoğalma hızı ilk dö- 
nemde yavaş (bekleme aşaması), fakat belirli bir süre sonra hızlanır 
(üs cinsinden çoğalma aşaması). Ancak çoğalma bu tempo ile devam et- 
mez. Çoğalma belli bir düzeyi bulunca tekrar yavaşlar ve sonunda durur 
(duraklama aşaması). En sonunda ölüm oranı yükseleceğinden çoğalma o- 
ranı düşmeye başlar (ölüm aşaması). Yeni meydana gelen bir hücrenin 
tam oluşumuna kadar 20-30 dakika ilâ 2 saat arasında bir süre geçer ve 
24 saat içinde bir hücreden 4000 kadar yeni hücre meydana gelebilir. 
Bununla beraber maya belirli bir miktar çoğalarak fermantasyona baş- 
layınca meydana gelen metabolizma ürünü, örneğin, etilalkol çoğalma 
sür'ati üzerine olumsuz etki yapar ve metabolizma ürünü konsantras- 
yonu arttıkça, bir zaman gelir ki, çoğalma artık tamamiyle durmuş 
olur. 


Mayalar katı besiyerlerinde gelişir ve çoğalırlar ve koloniler 
yaparlar. Bu koloniler gözle görülür. Her maya türü katı besiyer- 
lerinde kendine özgü koloni şekilleri meydana getirir. Bunun için 
"dev koloni" denilen ve petri kaplarında yapılan kültürlerde koloni- 
lerin meydana getirdikleri şekiller mayaların tür ve suşlarının saptan- 
masında işe yarar ve bu yöntemden sistematikte faydalanılır. 
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—sSporlanma ile çoğalma: Mayalarda diğer bir çoğalma şekli de 
sporlanmadır. Eskiden mayanın uygun olmayan koşullarda spor 
yaptığı kabul edilmişti. Bu, sporların vejetatif hücrelerden çok daha 
fazla dış etkenlere, yani yüksek sıcaklık derecelerine, kuraklığa ve kim- 
yasal maddelere karşı dayanıklı olmasından ileri geliyordu. Fakat bu- 
gün sporulasyonun mayanın elverişsiz koşullar altında bırakılmasının 
bir sonucu olmadığı genellikle kabul edilmektedir. Gerçekten doğal kay- 
naklardan izole edilen birçok mayaların besin maddelerince zengin besi- 
yerlerinde, örneğin malt agarı, maya otolizat -glikoz agarı ve izolasyon 
için besiyeri olarak kullanılan diğer besiyerlerinde oluşan birkaç günlük 
kolonilerde fazla miktarlarda askus ve askosporların bulunduğu görülür. 
Diğer taraftan endüstriyel fermantasyonda kullanılan birçok kültür 
mayaları, özellikle ekmek ve bira mayaları, zengin besin maddesi içeren 
besiyerlerinde zorlukla spor oluştururlar. Bu organizmaların sporulas- 
yona teşviki için özel besiyerlerine gerek vardır. 


Meydana gelen sporlar hücre içinde kalır. Buna göre her spor 
veren hücre bir askus halini almış olur. Bu şekilde kapalı, yani bir 
askus içinde meydana gelen sporlara "endospor" denir. 


Spor vermiş hücredeki, yani askustaki spor adedi 1-8 arasında ol- 
makla beraber, çoklukla 1-4 arasındadır (Şekil 13). Fakat Schizosacc- 
haromyces cinsinde 8 ve Lipomyces cinsinde de 16 spora kadar rastlan- 
mıştır. Hatta Phaff (1966)'a göre, Kluyveromyces polysporus 64 ve daha 
fazla spor yapabilmektedir. Her maya daima aynı adet, şekil ve büyük- 
lükte (2-6 g) spor yapar. 


Şekil: 13. Askospor oluşu (Phaff'a göre) 
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Bu bakımdan spor şekilleri ve spor oluş süresi mayaların ayırt edil- 
mesinde taksonomik bir değeri haizdir. Örneğin endüstriyel fermantas- 
yonda çoğunlukla kullanılan kültür mayaları askosporlarının üst yüzey- 
leri düzdür. Fakat Hansenula sporunda bir çıkıntı olduğundan melon 
sapkayı; Kluyveromyces o fragilis'de ise sporlar bir böbreği; Nematospor'da 
ise sporlar kamçıyı andırır (Şekil: 14). Spor oluş süresi de mayalarda 
farklıdır. Bu durum Jörgensen (1956)'e göre, farklı mayalarda Tablo 
2'de görüldüğü gibidir. 


o? &“< 
sOCT OMO 


Şekil: 14. Çeşitli mayaların askospor şekilleri 


Tablo 2: Değişik sıcaklık derecelerinde mayalarda spor oluş süresi 
SPOR OLUŞU 
Mayanın Adı 55 'C 30 'C 25 'C 20 'C 15 *C 10 *C 4C 
S. cerevisine 25 s. 20 s. 23 s. 35 s. 3.1/2 gün| 10 günden - 
fazla 
5. pastorianus - 30 s. 25 s. 30 s. 2 gün 3.1/3 gün Idg. 
S. intermedius - - 25 s. 30 s.. 2 gün 4 gün 17 g. 
S5.  validus - - 28 s. 32 s. 3 gün 3 gün — 
S5. ellipsoideus - 26 s. 21 s. 23 s. 45 s. 4.1/2 gün - 
S5. Zurbidans ni 23 s. 27 s. 358. 3 gün 6.1 /2 gün - 


Diğer taraftan Jörgensen (1956)'e göre kültür bira mayası en er- 
ken 72, yabani bira mayaları ise 40 saat sonra spor meydana getirmek- 
tedirler ki, bu farklılıktan kültür ve yabani mayaların ayırt edilmelerin- 
de faydalanılır. 


—Bölünme ile çoğalma: Schizosaccharomyces octosporus ve pombe 
gibi birkaç maya türünde görülen bölünmeyle çoğalmaya gelince, 
hücrenin ortasında bir ara bölme meydana gelir ve böylece ana hücre 
aynı büyüklükte iki hücreye ayrılmış olur. Şu halde bölünme ile ço- 
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ğalmada, başlangıçta dahi, ana ve yavru hücreleri birbirinden ayırt et- 
mek olanaklı değildir. Hızlı çoğalma evresinde hücreler birbirinden 
ayrılmaksızın bölünme devam edebilir. Böylece miselyuma benzeyen 
hücre zincirleri oluşursa da, daha sonra bunlar parçalanır. 


2.1.4.2. Eşeyli çoğalma: Tomurcuklanma, sporulasyon ve bölünme 
ile çoğalma şekillerinden başka mayalarda eşeyli çoğalma da görülmüş- 
tür. Bu şekil çoğalmada iki yakın hücrede çıkıntılar (gamet) meydana 
gelip bunlar birbirlerine temas ettikten sonra bir kanal meydana gelir. 
Böylece sitoplazma ve çekirdekler karışıp birbiri içinde erirler. Böylece 
iki hücre tek bir hücre halini alır ki, bu hücreye "zigot" denir. Bu hücrede 
daha sonra askus halini alarak içinde sporlar meydana gelir. Diğer ta- 
raftan her maya spor yapmaz. Bunlara spor yapmayan mayalar denir 
ki, bunlar Crypfococcaceae familyasına ait türlerdir. 


2.2. Bakteriler 


2.2.1. Bakterilerin tanımlanması: Bakterileri tanımlama güçtür. 
Çünkü tanımlama geniş veya dar anlamda alındığı zaman birçok mik- 
roorganizmanın bakterilere dahil edilmesi veya bakterilerin dışında bı- 
rakılması gerekecektir. Bununla beraber bir tanımlama yapmak zorun- 
luğu da vardır. Bakteriler tek hücreli ve Schizomycefes (Shiz-o-mi-se-tes 
—bölünen fungi) sınıfına dahil mikroorganizmalardır. 


Bakteriler 3 şekil gösterirler: Kok, çomak ve kıvrık çomak (vib- 
riyo ve sprillum). Birkaç bakteri ipliksi (filament) veya küf-benzeri 
görünüştedir. Bazıları kirpikçik (flagellum) denilen hareket organı içe- 
rir ve bunun yardımiyle ortam içinde hareket ederler. Bazılarında ise 
amoboit benzeri bir hareketlilik vardır. Bakterilerde çekirdeğin olup 
olmadığı uzun tartışmalardan sonra bugün kesin olarak kabul edilmiş 
bulunmaktadır. Bakteriler hücrenin enlemesine bölünmesiyle çoğalır- 
larsa da, başka çoğalma şekillerine rastlamak da olanaklıdır. Birçok- 
ları saprofit veya parazittir. Beslenme yönünden birçokları heterotrof 
iken, birkaçı ototrof bir karakter gösterir. Birçok bakteriler ekonomik 
yönden önem kazanmışlardır. Çünkü bunlar kompleks organik madde- 
leri solunum ve fermantasyon yoluyla canlıların çeşitli şekillerde istifade 
edebilecekleri maddelere dönüştürmektedirler. Esasında bakterilerin bizi 
ilgilendiren tarafı da bakterilerin bu metabolizma faaliyetleridir. 


2.2.2. Bakterilerin ekolojisi Akman (1964)'a göre, Bakterilere 
doğada en çok toprakta rastlanır. Bununla beraber sularda, havada ve 
rutubetli yerlerde fazlasıyla bulunurlar. Hatta bakteriler canlı organiz- 
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malar üzerinde insan ve hayvanların solunum yollarında bulunan ve 
bağırsak florasını oluşturan mikroorganizmaların en önemlisidir. Bak- 
teri ancak yaşayan sağlıklı dokularda bulunmaz. 


Yer yüzünde bakterilerin az rastlandığı pek az ve ender bölge- 
ler vardır. Örneğin güneşlenmenin sürekli olduğu çöllerde, senenin 
her mevsiminde karlarla kaplı olan yüksek dağlarda ve sürekli olarak kar 
ve buzlarla kaplı kutuplarda bakteri miktarı çok azdır. Fakat bunların 
dışında kalan yerlerde son derece fazla sayıda bakteri bulunur. Bu bak- 
teriler sürekli olarak ve kendilerine özgü kimyasal tepkimelerle organik 
maddelerin sürekli olarak yıkımlarını sağlarlar. 


Havada bulunan bakteriler tozlar aracılığıyla hava içinde dağılmış 
bulunurlar. Hava ne kadar temiz ve tozsuz olursa bakteri adedi de o 
kadar az olur. Aynı zamanda dağlar ne kadar yüksek ve deniz sahillerin- 
den ne kadar uzak olursa, buralardaki havada o kadar az sayıda bakteri 
vardır. Bakteriler havada en çok yaz mevsiminde bulunurlar. Diğer ta- 
raftan havadaki bakteriler sürekli olarak güneşin öldürücü etkisine mâ- 
ruz kalırlar. Onun için güneşi bol, yani doğrudan güneş ışığının etkisi 
altında kalan bir yerin havasında, kapalı, sisli ve nemli bir yere nazaran 
çok daha az bakteri vardır. Aynı zamanda yağmur ve kar havayı toz- 
dan temizledikleri için, havadaki bakteri sayısı üzerinde atmosferik 
olaylar da rol oynamış olur. Özellikle nüfusu çok kalabalık, büyük, fab- 
rikaları fazla olan şehirlerin havasında çok miktarda bakteri bulunur. 
Aynı şekilde kapalı olan yerlerde bakteri sayısı fazladır. Doğaldır ki, bu- 
rada binanın yapılış tarzı, havanın fazla hareketli olup olmadığı, aynı 
zamanda kapalı yerdeki nüfus miktarı rol oynar. Kapalı yerlerin hava- 
sında çok defa patojen bakteriler bulunur. Bu bakteriler tozlar, hasta 
olan kimselerin tükrüğü yahut ifrazatının yere intikal veya elbiselere ve 
sonradan kuruyarak dağılması suretiyle havaya karışmış olurlar. 


Sularda bulunan bakterilerin miktarı suyun çıktığı yere, geçtiği top- 
raklara ve bu toprakların fiziksel ve kimyasal özelliklerine, deniz ve göl 
sularında ise, sahilden uzaklık ve yakınlığa göre değişir. Diğer taraftan 
kaynak ve arteziyen sularında çok az bakteri bulunur. 


Akar sularda güneşin etkisi bakteri miktarı üzerinde rol oynar. Ör- 
neğin yapılan denemelerde Ganj nehri sularındaki canlı bakteri sayısı 
öğleden evvel ve sonra büyük değişiklik göstermektedir. Gerçekten de 
öğleden sonra Ganj nehrinde çok daha fazla canlı bakteri bulunmuştur. 


En çok bakteri toprakta olup miktarları son derece fazladır. Çünkü 
bakterilerin çoğu toprakta kendileri için gereken koşulları bulurlar. Or- 
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ganik ve madensel maddeler nemli toprakta bol olduğu gibi, doğrudan 
güneş ışığına karşı da korunmuşlardır. Bundan dolayıdır ki, toprak bak- 
terilerin en çok barındıkları bir barınak, bir ocak olup buradan her ta- 


rafa yayılırlar. 


2.2.3. Bakterilerin morfolojisi: Bilindiği gibi bakteri "prokaryotik" 
bir yapı gösterir. Bu hücreler "ökaryotik" hücrelerden, başlıca, çekir- 
değin yapısı ve çekirdek bölünmesi ile ayrılırlar. Prokaryotik hücrelerde 
çekirdeği çevreleyen bir membran bulunamamıştır (Şekil: 15). Bunlarda 
ince ipliksi bir ağ Örgüsü halinde görünen çekirdek bölgesi doğrudan si- 
toplazma ile sınırlanmıştır. Ayrıca prokaryotlarda DNA içeren genetik 
materyalin daha küçük parçalara bölünmesi saptanamamıştır. Sonra 
bunlarda mitokondirin ve kloroplast şeklindeki plastitler de yoktur. 


i. Bacillus subtilise ait bir hücrenin kesiti. n— çekirdek; cm—sitoplazmik membran; 


cw — hücre zarı (Stainier'e göre) 


Bakteri hücre şekillerini 2 grupta toplamak olanaklıdır: Kok ve 
çomak. Kok grubundaki bakteriler ya tam yuvarlak yahut da hafif 
uzuncadırlar . Büyüklükleri Ö. 5 u. 


Çomak bakterilerine gelince, bakterilerin büyük kısmını oluşturan 
bu gruptaki bakterilerin şekilleri kısa, uzun kıvrık çomak olabilir. Ço- 
mak bakterilerinin büyüklükleri çoğunlukla 1x5 g arasında bulunur. 
Birçok Psödomonad'm büyüklükleri (o 0.4-0.7x2-3 yw'u geçmez. Mik- 
rokokların ise büyüklükleri ortalama ancak 0.5 yu bulur. 
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Yuvarlak şekildeki bakteriler, yani koklar kendi aralarında mono-, 
diplo-, strepto-, pediyo- (tetrakok) ve stafilokoklara ve sarsinalara ay- 
rılırlar. Bunların meydana gelişleri şu şekilde olmaktadır: Bölünme bir 
düzlemde olduğu ve meydana gelen hücreler bölünmeyi müteakip bir- 
birinden ayrıldığı takdirde monokok, ayrılmadığı takdirde ise strep- 
tokok şekli oluşur. Bu bölünme birbirine dik iki düzlemde olursa, o tak- 
dirde pediyokok ve stafilokoklar, 3 düzlemde olursa sarsina dediğimiz 
pamuk balyası şekli oluşur (Şekil: 16). 
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Şekil: 16. Bakteri şekilleri (1) Mikrokoklar, (2) Diplokoklar, (3) Streptokoklar, (4) Stafilokoklar 
(5) Sarsmalar, (6) Çomak bakterileri, (7) Sprillumlar, (8) Vibriyonlar, (Schlegel'e göre). 


Sırası gelmişken burada bir şekilden daha bahsetmeliyiz. O da "in- 
volusyon" şeklidir ki, bu şekil çomak bakterisinin uygun olmayan koşul- 
lar altında, örneğin optimalden yukarı sıcaklık derecelerinde yetiştiril- 
mesi sonucu ortaya çıkar. Bunlara "hipertrofi" de denilir, ve esas hüc- 
reden anormal şekilleriyle ayırt edilebilirler. Bunlara geçici dejeneras- 
yon şekilleri olarak bakılır (Şekil: 17). 


Bakteri hücre duvarını mikroskop altında görmek, boyamadan son- 
ra dahi zordur. Fakat yukarıda prokaryotik hücre tipi anlatılırken söy- 
lendiği gibi, bakteri hücresi daima genleşebilen ve ince bir hücre duvarı 
ile çevrilidir. İçerisini dolduran protoplastlar ona belli bir sağlamlık ka- 
zandırırlar. Turgor halindeki bir hücrenin duvarı gergindir. Bunu hücre 
içi basınç, yani ozmoz belirler. Sitoplazma membranının yarı geçirgen 
oluşu hücre içine suda erimiş maddelerden bazılarının girmesini bazı- 
larının da girmemesini sağlar. İşte bu hal ozmozu, dolayısiyle turgoru 
yaratır. Hücre içi basıncı normal olarak dışarıdakinden yüksektir ve 
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Şekil: 17. Bir asetik asid bakterisinde görülen involusyon şekli (Akman'a göre). 


96 10-20'lik sakkaroz eriyiğinkine eşittir. Hücre ozmoz değerinin bunun 
altında olması halinde plazmoliz olayı ortaya çıkarak sitoplazma memb- 
ranının hücre zarından ayrıldığı ve protoplastın büzüştüğü görülür. 


Hücre duvarı Gram boyama deneyinde rol oynar. Bu Schlegel 
(1969)'e göre Gram (*) hücrelerin lizozim (Iysozyme) ile muamele ile 
protoplastın dışarı alınmasından sonra alkolle yıkamada viyole rengin 
kaybolmasıyla doğrulanabilmiştir. 


Bakteri hücre stoplazmasının hücre duvarı içerisini doldurduğunu 
yukarıda söylemiştik. Sitoplazma membran ile hücre zarından ayrılır 
ve içerisinde volutin, yağ ve bazılarında granüloz granülleri, vakuol ve 
çekirdek bulunur. Schelgel (1969)'e göre sitoplazma homojen değildir. 
Plazma esas maddesi ribozomlardan ibarettir. Miktarı DNA ile birlikte 
96 10-15'i bulmaktadır. Santrifüj edildiği zaman daha çok serbest en- 
zim ve ribonükleik asitleri (RNA) içeren sıvı bir kısımla membran ve 
ribozomlardan ibaret partikül kısmı ayrılmış olur. 


Bakteri hücre çekirdeği ancak yapılan kesitlerin ultramikroskopta 
incelenmesiyle anlaşılabilir. Keza bakteri bileşiminde bulunan DNA'nın 
sitoplazma içinde dağılmış olmayıp, bazı organlarda veya belirli yerlerde 
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bulunması ve bu organların çoğalmadan önce bölünmesi hücre çekir- 
değinin varlığına kanıt oluşturmaktadır. Çekirdeğin bulunduğu bölgede 
çok ince iplikler Şekil: 18'de de görülmektedir. 


Şekil: 18. Ototrof, nitrit okside eden Nifrospina gracilis'in bir ultra kesitinin elektronmikros- 
kopta görünüşü. X 37 000 (Schlegel'e göre) 


Aynı zamanda DNA'nın özel bir boyayla boyanma özelliği, çekir- 
değin mikroskop altında görünmesini kolaylaştırır (Şekil: 19). 


Şekil: 19. Bacillus cereus'un çekirdek strüktürü (Schlegel'e göre.) 


Burada flament ve misel oluşturabilen Acfinomycetlerden obahset- 
meliyiz. Bu bakteriler toprakta yaşarlar. Düz veya bükülmüş çomak 
şekilleri olan bu pleomorfik bakterilerin çok hızla çoğalan hücreleri 
"V" yahut "Y" şeklinde flamentler yaparlar. Katı besiyerinde çoğal- 
dıkları zaman yalnız ince dallanmış misel, aynı zamanda üzerinde 
konidiyosporların oluştuğu hava miseli de meydana getirirler. Bu spor- 
lardan herbiri bir miselden oluşan mikrokoloni yapar. Bunların arasında 
Sireptomyces cinsi antibiyotik oluşturduklarının bilinmesinden sonra 
çok önem kazanmıştır. Nemli orman topraklarındaki karakteristik koku 
bu bakterilerin meydana getirdiği uçucu maddelerden ileri gelir. 


2.2.4. Bakterilerin çoğalması: Bakterilerde çoğalma ya hücre sayı- 
sıyla yahutta hücre kitlesi ile ilgili olarak bakteri yoğunluğunun ölçül- 
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mesiyle saptanabilir. Bakteri konsantrasyonu hücre sayısı /ml, kitlesi 
ise mg / ml ile ifade edilir. 


Bakterilerde çoğalma bölünme ile olur. Bölünecek bir hücrenin or- 
tasında bir bölme oluşur, sonra buradan büzülerek yeni bir hücre mey- 
dana gelir. Bu yeni hücre eskisinden ayrılır veya ayrılmayıp kısa veya 
uzun bir zincir oluşturur. 


Bakterilerde çoğalma geometrik dizi şeklinde olur. Genellikle yeni 
bir hücrenin meydana gelmesi için geçen süre 30 dakikayı bulur. Bir 
bakteri kültüründe başlangıçta (a) sayıda hücre bulunduğu, (n) defa 
bölünmenin olduğu, her yeni bir kuşağın meydana gelişi için geçen süre 
(g) belli olduğu zaman, (t) süresi sonunda bir birim hacimde ne kadar 
bakteri hücresi bulunacağını hesap edebiliriz. 


Besiyerinde bulunan (a) sayıdaki bakteri hücresi geometrik diziye 
göre çoğaldığı zaman (n) sayıdaki kuşaktan sonra mevcut bakteri mik- 
tarı (b) a-2a-2'a-2'a -> 2'a yanib — ”a (1) olur. 


Bu eşitlikten yürüyerek 


©) n - logb-loga 


log 2 
kuşak sayısını veya n — < eşitliğinden faydalanarak 


txlog2 


li log b—log a 


kuşak süresini hesap edebiliriz. (a) ve (b) sayıları kültürdeki hücre sayı- 
sını gösterir ki, hücre sayımiyle tayin edilebilir. 


Yukarıdaki denklemin temsil ettiği çoğalma ancak üs cinsinden ço- 
galma evresinde görülebilir. Bu çoğalma her evrede aynı değildir. 


Us cinsinden çoğalma evresini bir diyağram halinde gösterebiliriz. 
Bunun için hücre sayısını ordinat ve süreyi de absis olarak alır ve hem 
aritmetik hem de yarı logaritmik bir uygulama yaparsak, Şekil: 20'deki 
grafik elde olunur. 


Başka bir konuya geçmeden önce, biyolojik metotların kullanıldığı 
fermantasyon endüstrisinde metabolizma ürünlerinin miktar ve çeşit 
bakımından farklılıklar gösterdiği çoğalma eğrisini görmemiz gerekir. 
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Şekil; 20. Üs cinsinden çoğalma. Düz çizgi yarı logaritmik ve eğri aritmetik diyagramları gös- 
teriyor (SchegePe göre) 


Bir kültürdeki bakterinin çoğalmasını grafikle gösterecek ve hücre 
sayısının logaritmasına karşı geçen süreyi alacak olursak sigmoit bir 
eğri ve çeşitli gelişme evreleri elde ederiz (Şekil: 21). 
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Şekil: 21. Bir bakteri kültürünün çoğalma eğrisi. (Schegel'e göre) 
Bu çoğalma evreleri belli başlı (a) bekleme, (b) üs cinsinden çoğal- 
ma, (c) duraklama ve (d) ölme evresi olarak adlandırılır. 

(a) Bekleme evresi: Bu evre aşılama ile maksimum bölünmeye baş- 
lama arasındaki geçen süredir. Bu süre aşılanan bakterinin yaşı ve besi- 
yerinin iyi seçilmiş olmasına bağlıdır. Örneğin duraklama evresinde olan 
bir bakteri aşılandığında hücrenin enzim sentezlerini yeni koşullara 
uydurması, hatta mevcut olmayan enzimleri oluşturması gerekir. 

b) Üs cinsinden çoğalma evresi: Bu evrede bölünme oranı hem sabit 
hem de maksimuma erişmiştir. Bu evredeki bölünme oranı her bakteri 
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türü için kendine özgüdür ve besiyeriyle ilgilidir. Bu £scherichia coli'de 
20 dakika, birçok toprak bakterilerinde 60-150 dakika, Nifrosomonas 
ve Nitrobacterde 5-10 saati bulur. Bu sürede besin maddeleri miktarı 
azalırken hücre sayısı artar ve metabolizma ürünü ortamda toplanır. 


c) Duraklama evresi: Bu evrede çoğalma durur. Substrat tamamen 
kullanılmış ve toksik etki yapan metabolizma ürünleri çoğalmayı dur- 
durmuş olur. Bu evrede mikroorganizma depo maddelerinden ve pro- 
teinlerden faydalanabildiği sürece canlı kalır. Çok hassas olan hücreler 
ise ölürler. 


d) Ölme evresi: Bu evrede ise hücrelerin ölüm nedeni henüz fazla 
incelenmemiş olmakla beraber, asitlerin ortamda birikmiş olması ne- 
denlerden biri olabilir. Bu evrede canlı hücre sayısında üs cinsinden bir 
azalma kaydedilir. 


Yukarıda verilen çoğalma şeması statik bir kültürde mevcuttur. 
Yani burada kültür koşulları giderek değişir; bakteri konsantrasyonu 
"artarken substrat konsantrasyonu düşer. Fakat sürekli fermantasyon 
biçimlerinde kültür koşulları ve substrat konsantrasyonu sabit tutul - 
maya ve bakterinin sürekli olarak üs cinsinden çoğalma evresinde bulun- 
masına çalışılır. Kısa aralıklarla bakterinin yeni bir besiyerine nakledü- 
mesi ve diğer taraftan da aynı miktarda bakteri süspansiyonunun alın- 
ması bu koşulları sağlamış olur. ' 


Bir fermantördeki belli hücre sayısındaki bakteri çoğalma hızı 


dx 


ile gösterilir. Burada (Xx) bakteri sayısı, (t) zamanı verir. Çoğalma 


dt 
hızı ise (4) kuşak süresi (tg) ile ilgili olduğundan, denklem 
| dx Ine? 3 
Ipe — m m Sip —- 2.718 (doğal log.) 


olur. Bu denklem substratta devamlı olarak yeterli besin maddesi bu- 
lunduğu haller için geçerlidir. ve vazgeçilmez besin maddeleri arasında 
basit bir ilişki vardır. Örneğin g besin maddesi konsantrasyonu küçük 
olduğu zaman doğru orantılıdır. Daha büyük besin maddesi konsant- 
rasyonunda (s) ise bir doymuşluk derecesine (ks) varır. 


po S 
ln (513) 


Bu denklemde #, yüksek besin maddesi konsantrasyonu ile ilgili 
çoğalma hızını gösteren bir katsayı; (m) ise besin maddesi konsantras- 
yonunun doymuş hah için maksimum bir değeri ifade eder. 
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Meydana gelen hücre kitlesi belli bir besin maddesi konsantrasyonu 
sınırları içinde besin maddesi konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Bu 
nedenle denklem 


dx o ds 
& “d 


olur. Burada (y) ürün katsayısını gösterir. 


Sürekli bir sistemde substrat belli bir hızla (f) fermantöre sürekli 
olarak akıtılır ve belli bir süre sonra fermantöre giren substrat ka- 
dar substrat alınır. Tek evreli bir fermantörde substrat hacmi (V) 
daima sabit kalır. Substratın fermantöre verilişi sırasındaki seyreltme 
hızı (seyreltme oranı) (D) 


t 
V 
dir. 
Bu hız seyreltme sırasında alınan mikroorganizma miktarının 


fermantörde mevcut olanda herhangi bir değişiklik yapmayacak 
şekilde ayarlanmalıdır. Bu takdirde denklem 


olur. 


Ancak bu sırada mikroorganizmalar çoğalacaklarından denklem 
Artış — Çoğalma-Alınan 


e — p.x-D.x 


olacaktır. 


Substratın akışı bir dengeye eriştiği zaman çoğalma hızı (4) seyrelt- 
me oranı (D) ile eşit hale gelir. Bu takdirde hücre sayısı (Xx) ve substrat 
konsantrasyonu (s) birer katsayı değer olarak x ve $ kabul edilebilir. 
Fermantöre giren substrat konsantrasyonu (s,), fermantörden çıkan 
substrat konsantrasyonu (3) olduğu takdirde iyi bir şekilde karıştırıl- 
mış bir fermantörde 


| 
ii 


ve 


to 
1 
pr 
— 
a, 
> 
(92 
9 
Kam 


olur. 
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Bu koşullar altında çalışan bir fermantörde hücre miktarı ($) 


& -y (e. -k. — —) 
“m 


g > Çoğalma hızı 


Um > Y. bes. mad. konsan. ile ilgili çoğalma hızı 
& — Hücre miktarı 

y — Ürün katsayısı 

s, 2 Fermantördeki substrat konsantrasyonu 

k, < Doymuşluk derecesi 


D — Seyreltme hızı 
dır (Rehm, 1971). 


2.2.5. Bakteride çoğalmanın durdurulması (inhibisvon) ve ölüm: 
Bakteriler de diğer canlılar gibi dış etkenlerden uzak kalamazlar. Bu 
etkenler çoğalmayı durdurabilir ve hatta birçok kimyasal maddelerin 
letal dozlarının yaptığı gibi, ölüm de meydana getirebilirler. 


Dış etkenlerin etkilerinin mekanizması hakkındaki bilgimiz tam de- 
ğildir. Fakat bazılarının etki şekilleri kesin olarak bilinmektedir. Örne- 
gin etil alkol (92 70) ve ısı proteini koagüle ederek; fenol, krezol, nötr 
sabunlar ve deterjanlar ve bazı antibiyotikler (polimiksin, kolistin, ba- 
sitrasin, subtilin) sitoplazma membranının yarı geçirgenliğini bozarak 
faaliyet gösterirler. Bazı ağır metaller (bakır, civa, gümüş v.b.) ise, en- 
zimlerin SH- gruplarıyla birleşerek onları faaliyetten alıkoyarlar. Bazı 
maddelerin etkisi ise yaşamsal önemi haiz maddelerle aralarındaki “re- 
kabet" ile olur. Örneğin karbonmonooksidin sitokrom enziminin faali- 
yeti sırasında oksijenin yerini alması bu kabil bir durdurmadır. Bu şekil 
durdurma biribirine benzer bileşimde bulunan maddeler arasında da 
olmaktadır. Bunun en güzel örneğini sulfonamidlerle p-aminobenzoik 
asit arasındaki rekabet oluşturur. Böylece sülfonamitlerin bilinen anti- 
mikrobik etkisi de açıklanmış olmaktadır. 


Bazı maddelerin hücre gelişme ve çoğalmasını durdurması kloram- 
fenikolün aminoasitlerden proteinin ve penisilinin ise hücre duvarının 
zarının oluşlarına etki yapmak suretiyle olmaktadır. 


Durdurma nedenleri ve şekilleri ne olursa olsun, bir yerde durdur- 
manın ileri derecede olması bakteri hücresinin ölümü ile sonuçlanır. Bu 
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durum durdurucu faktör kalksa dahi süreklidir, yani tersinmez (irre- 
verzibl)'dir. 


2.3. Küf Mantarları 


2.3.1. Küf mantarlarının tanımlanması: Besinlerin üzerinde beyaz 
veya renkli hifler oluşturan mantarlardır. Küf mantarlarının bazıları 
saprofit, bazıları parazit, bazıları da diğer organizmalarla simbiyotik 
bir hayat yaşarlar. Küf mantarlarını karakterize eden ilk organ ipliksi 
ve çok çekirdekli bir yapıya malik olan "miselyum" adı verilen vejetatif 
organdır. Miselyum dallanmış ve devamlı olarak uçtan gelişen ve yan 
dallanma yapan hiflerden ibaret bir topluluktur. Besin maddesi mi- 
miselyumun bütün yüzüyle alınır. Miselyumun belirli bir çoğalma gös- 
termesinden sonra tek veya çok hücreli sporlar, yani üreme organları 
meydana getirilir. Bunlar olgunlaştıktan sonra ana hücreden ayrılarak 
yeni bireyler oluştururlar. 


2.3.2. Küf mantarlarının ekolojisi: Küf mantarları doğada çok yay- 
gın bulunurlar. Yaşam çevrimleri kışın toprakta başlar, yazın meyveler 
ve çürüyen bitki kısımları üzerinde devanı eder. Bu sonuncu dönemde 
miselyum ve üreme organları oluşur. Bu üreme organları miselyumdan 
kolaylıkla ayrılarak rüzgârla havada dağılır. Bu nedenle yazın ve son- 
baharda havada çok miktarda üreme organları bulunur. Hatta az da 
olsa bütün sene boyunca doğada çoğalabilir durumda küf mantarı var- 
dır. Şeker ve azot içeren birçok maddeler üzerinde gelişerek "küflen- 
me" denilen olay ortaya çıkar. Bu gibi maddeler yabancı bir tad aldıkları 
gibi, bazen da aflotoksin gibi sağlığa zararlı maddeler içerirler. 


Küf mantarlarının endüstriyel alanda kullanılmaları küf mantar- 
larının şekerden organik asitler ve çeşitli peynirlerin olgunlaşmasında 
olduğu gibi, bazı aromatik maddeler meydana getirmeleri, çeşitli ve çok 
miktarda enzim içermeleri, antibiyotik yapmaları, endüstriyel ve ta- 
rımsal atıklardan mikrobiyel protein (Tek Hücre Proteini) oluşturmaları 
gibi özelliklerine dayanır. 


2.3.3. Küf mantarlarının morfolojisi: Hücre vejetatif kısımlarda 
boru şeklinde hiflerden ibarettir. Hücre duvarı çok çekirdekli bir protop- 
lazmayı çevreler. Mucorales, Phycomycetes v.b. küf mantarlarının hif- 
leri bölmesizdir. Ascomycefes, Basidiomycetes ve Fungi Imperfecti gibi 
küf mantarlarında ise hifler bölmelidir. ' 


Birçok küf mantarı hifinin genişliği 1-10 g arasında değişir. Hif 
boyunca bu ölçüde değişiklik azdır. Aktif halde ve gelişen bir hifin sitop- 
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lazması ister bölmeli isterse bölmesiz olsun, küf içerisinde gelişme yer- 
lerine doğru hareket halindedir. Bölmeler bu sitoplazmik harekete karşı 
çok az direnç gösterirler. 


Çekirdeğe gelince, bölmesiz hiflerde çekirdekler bütün sitoplazma 
içerisinde dağılmış, bölmelilerde ise her bölmede, türe göre değişmek 
üzere 1-2 veya daha fazla, örneğin Newrospora crassa'da 100'e kadar 
çekirdek bulunabilir. 


2.3.4. Küf mantarlarının çoğalması: Küf mantarlarında çoğalma 
özel hifler üzerinde çok sayıda oluşan ve tek veya çok hücreli sporlar 
aracılığı ile olur. Sporlar rüzgâr, su, böcek ve diğer hayvanlar aracılığı 
ile çok uzak mesafelere kadar dağılırlar. 


Sporlar eşeysiz ve eşeyli olmak üzeri iki gruba ayrılırlar. Buna uyu- 
larak küf mantarlarında yaşam çevrimini (a) eşeysiz (imperfect) ve (b) 
eşeyli (perfect) olmak üzere iki şekilde düşünmek gerekir. 

a) Eşeysiz çoğalma biçiminde sporlar sporangiyospor (sporangios- 
por) ve konidiler (conidia) olmak üzere tanınırlar. Sporangiyosporlar 
sporangiyum (sporangium) denilen bir kesecik içinde oluşurlar (Şekil: 22). 


Şekil: 22. Mucor (solda) ve Rhizopus'da (sağda) sporongiyumlar. (Pelzcar ve Reid'e göre) 


Sporangiyumlar Phycomycefes sınıfının karakteristiğini oluşturur- 
lar. Bazı küf mantarlarında sporangiyum hiften herhangi bir değişiklik 
göstermez. Bazılarında ise genellikle hiflerin uçlarında ve çeşitli şekil ve 
büyüklükte şişkinlikler halindedir. Sporangiyumları taşıyan hifler mor- 
folojik olarak diğerlerinden farklıdır. Bunlara sporangiyofor (sporan- 
giophor) adı verilir. 


Konidiler de sporangiyosporlar gibi eşeysiz çoğalma organların- 
dandır. Bu tip sporlara Ascomycefeslerde, en yaygın olarak da Fungi 
Jmperfecti sınıfında rastlanmaktadır. Konidiler konidiyofor (conidiop- 
hor) denilen taşıyıcı hifler üzerinde doğrudan doğruya oluşabildiği gibi 
(Şekil: 23) yastık (acervulus) veya piknit (picnidum) denilen organlar 
içinde de oluşabilir. 
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Şekil; 23. Aspergillus'da konidi oluşu. (Pelzcar ve Reid'e göre) 


b) Eşeyli sporlar kalın cidarlı zigosporlar ve askosporlar olmak üzere 
2 tipe ayrılırlar. 


Phycomycetes sınıfının devam zigosporları bir veya daha fazla çe- 
kirdekli olup gamet v.b. organların birleşmelerinden meydana gelen zi- 
gotdan (zygote) bir adet olmak üzere oluşurlar (Şekil: 24). 


Bunlar uzun zaman çimlenmeden kalabilirler. Üzerleri siğilli ve tır- 
tıklıdır. Koyu renktedir. 


Askosporlar ise askus adıyla tanınan bir kese içinde çekirdeklerin 
birleşmesiyle meydana gelir. Bu çekirdek daha sonra parçalanarak 8 
haploit çekirdeğe ayrılır ve her birinden birer askospor oluşur. 


2.4. Algler 


2.4.1. Alglerin tanımlanması: Algler de bakteriler mayalar ve man- 
tarlar gibi en basit bitkilerdendir. Pek çoğu klorofil içerdiklerinden 
fotosentez yapabilirler. 


Alglerin protein, yağ, karbonhidrat ve vitamin gibi önemli besin 
maddelerini sentez yapabilmeleri mikrobiyolog ve beslenmecilerin öte- 
denberi dikkatlerini üzerine çekmiştir. Büyüklükleri bazı bakterilerden 
daha küçük olabildiği gibi, "seaweed" gibi metrelerce uzunlukta olan- 
ları da vardır. Dünyada birkaç yer dışında her yerde bulunan alglerin 
mikroskopik şekillerine örnek olarak balinaya kadar su hayvanlarının 
esas besinini oluşturan fitoplanktonları (phytoplankton) gösterebiliriz. 
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Şekil: 24. Mucor mucedo'da eşeyli çoğalma. |. İki hifin teması; 2. Gamet oluşu; 3. Gametlerin 
birleşmesi; 4. Zigospor; 5. Zigosporun çimlenmesi. (Akman'a göre) 


2.4.2. Alglerin ekolojisi: Algler doğada kutuplardan sıcak su kay- 
kaynaklarına (yak. 90 'C) kadar geniş bir ortam içinde ve esas ba- 
kımından suda, fakat bazı formları kara koşullarında da yaşayabilmekte - 
dirler. Keza bazı tatlı su algleri metabolizmalarını alıştırabilme özellik- 
leri nedeniyle, yüksek tuz konsantrasyonlu sularda bulunurlar. Ancak 
güneş ışığına olan gereksinimleri alglerin suların derinliklerinde bulun- 
masını sınırlayan bir etkendir. 


2.4.3. Alglerin morfolojisi: Alglerin büyüklük ve şekilleri çok deği- 
şiktir. Birçok türleri daha çok tek hücreli ve küresel, çomak, helezon 
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şekillerindedir. Bu şekillerin varyasyonları da vardır. Bunlar çok değişik 
ve amiboit formlar gösterirler (Şekil: 25). 


bi 
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Şekil: 25. Mavi-Yeşil alglerin çeşitli şekilleri. (A) Oscillatoria, (B) Lynbya, (C) Anabaena (hetero- 
çist ve spor): (D) Glococapsa, (E) Rivularia'nın kolonisi; (F) Nostoe flamenti (H) Rivularia fla- 
menti (heteroçist ile) (Pelzcar ve Reid'e göre). 


Keza bazı türler çok hücreli koloniler oluştururlar ki, her şekilde 
görülen bu kolonileri meydana getiren hücreler, basit, tek hücreden veya 
belirli görevleri üzerine almış birbirinden farklı hücrelerden oluşur. Bu 
koloniler oldukça karışık bir yapı gösterirler. Bunlar görünüş bakımından 
yüksek bitkilere benzerler (Şekil: 26). 


Şekil: 26. Yüksek bitkilere benzeyen alg şekilleri. (A) Cawlerpa, (B) Acetobularia, (C) Macrocystis 
(Pelzcar ve Reid'e göre). 
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Algler hücreleri sellülozdan ibaret bir duvarla çevrilidirler. Sitoplaz- 
mada büyük yer tutan klorofil ve diğer pigment maddeleri bulunur. 
Chlorella gibi devamlı hareketsizlilik gösteren tek hücreli algler yanında 
Chlamydomonas gibi hareketli algler de vardır. Hareketsiz olanların 
yayılışı gel ve git, dalgalar ve akıntılar yardımıyla olmaktadır. Bazı 
algler de tutunma organları vasıtasıyla deniz içinde kayalara taşlara 
ve diğer şeylere tutunabilmektedirler. 


2.4.4. Alglerin çoğalması: Algler hem eşeyli hem de eşeysiz olarak 
çoğalırlar. Bazı türlerinde bu çoğalma şekillerinden bir tanesi görülür- 
ken, diğerlerinde her iki şekle de rastlanır. Örneğin Chlamydomonas hem 
eşeyli hem de eşeysiz olarak çoğalan bir türdür. Eşeysiz çoğalmada her 
hücre yavru hücreler meydana getirmek üzere bölünür. Eşeyli çoğal- 
mada ise erkek ve dişi gametler birleşerek zigotları meydana getirirler. 
Zigotun duvarı kalın ve dikenlidir. Zigot çimlendiği zaman 4 haploit ve- 
jetatif hücre meydana getirir (Şekil: 27). 
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Şekil: 27. Clamydomonasm yaşam çevrimi. x 2600 (A) - (C) Gametlerin birleşmesi, (D) Zigot, 
(F) Zigospor, (F), (G) Hoploit vejetatif hücrelerin serbest kalışı (Gunsolus ve Stanier'e göre). 


2.5. Şapkalı Mantarlar 


2.5.1. Şapkalı mantarların tanımlanması: Bugün şapkalı mantarlar 
denilince gözle görülebilen ve etimsi karpoforlara (carpophore) sahip 
mantarlar anlaşılmaktadır. Bu çeşit mantarlara hem Ascomycefes hem 
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de Basidiomycetes sınıfında rastlanır. İnsanlar doğada kendiliğinden 
yetişen şapkalı mantarlarla besin olarak ve bazı ilâçların yapılması mü- 
nasebetiyle çok eskiden beri ilgilenmişlerdir. Fakat bu mantarların ti- 
cari içerikte üretimi ilk defa yak. 1650 yılında yapılmıştır. Doğada 
yetişen ve 4000 kadar lamelli (gilli) mantarlardan şimdiye kadar sap- 
tanan zehirli olanların sayısı 30-40'ı bulur. Bunların içinde "Çayır Şap- 
kalı Mantarı" (Meadow Mushroom) denilen ve bazıları insanlar için Ze- 
hirli olan mantarları iyi tanımak gerekir. Bu amaçla aşağıda yenebilir bir 
şapkalı mantar olan Agaricus (Psalliota) ile zehirli Amanita arasındaki 
farklılıklar verilmiştir (Krieger, 1967). 


Agarius o(Psalliota) sp. Amanita Sp. 
1. Eski çayırlarda yetişir. Ormanda yetişmez 1. Ormanda, çok ender olarak da eski çayır 
(Agaricus'un bazı türleri ormanlık yer- veya çimde yetişir. 


lerde yetişirse de, Agaricus campestris ça- 
yırlara balı kalır. 


2. Boyu kısa ve bodur. 2. Genellikle oldukça uzun boylu ve çarpıcı 
görünüşte 

3. Şapka rengi beyazdan esmere kadar 3. A. muscariada renk sarı-limondan porta- 

değişir. kal rengine kadar; A. phalloides renk 


beyazdan, sarımsı ve esmerimsi gri Üüze- 
rinden zeytuni kahverengi ve siyahımsı 
renge kadar. 


4. Şapkanın yüzeyi pürüzsüz yahut 4. Şapkanın yüzeyinde genellikle volvodan 
fibrilsi-bastırılmış opullu. Pulların geride kalmış, yerinden sökülebilen siğil 
kaldırılması kütikül tabakasının yırtıl- veya yamalar taşır. 
masından dolayı zor. 

5. Lameller serbest, başlangıçta pembe 5. Lameller serbest, genellikle beyaz. Bazı- 
sonra koyu çikolata renginde. ları kırmızımsı veya limon sarısı renkte. 

6. Sporun bulunduğu yerler koyu morum- 6 Sporun bulunduğu yerler daima beyaz. 
su kahverengi. 

7. Sap kısa, kaideye doğru hafif incelir; 7 Saplar genellikle oldukça uzun. Birçok 
soğanımsı bir görünüşte değil. Taba- türlerde tabanda soğanımsı bir görünüş. 
nın yukarısında çok zayıf, yumuşak Halka oldukça belirgin ve sarkık. Vol- 
bir halka mevcut; taban da hiçbir za- vodan geriye hemen daima kalıntılar 
man her hangi bir parça, pul veya üni- bulunur. Bu kalıntılar ya parçacıklar, 
versal örtüden kalma izler bulunmaz. konsantrik pullar yahut az veya çok 

belirgin bir kese şeklinde. 

8. Sporlar morumsu-kahverengi, geniş el- 8 Sporlar renksiz (beyaz), küre, geniş oval 
liptik, nisbeten küçük şekillerinde ve nisbeten büyük. 


Özet olarak Amanifa türleri beyaz sporlu, oldukça uzun saplı ve 
sapları üzerinde hem halka (annulus) hem de volvaya sahiptirler. Çayır 
şapkalı mantarı Agaricus (Psalliota) campesiris, morumsu-kahverengi 
sporlu, kısa ve bodur ve ancak zayıf bir halkaya sahip, fakat volvaya 
sahip değildir. 


Başka bir konuya geçmeden önce burada zehirli mantar yiyen bir 
kişide görülen ârâzı da belirterek başka zehirlenmelerle mukayese yap- 
ma olanağını okuyucuya vermeliyiz. 
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Mantardan zehirlenmenin ilk ârâzı yendikten 8-15, hatta 20 saat 
sonra ortaya çıkar. Bu anda ise tıbbi müdahale geç kalmış demektir. 
Bu ârâz A. phalloides yiyen bir insanda bütün vücutta yoğun bir ağrı ile 
kendini gösterir. Zaman zaman kusmalar, kanlı yeşilimtrak bir ishal 
ve vücudun çeşitli yerlerinde kramplar görülür. Hasta sarılık olur, he- 
zeyanlar gösterir, sayıklar ve nihayet komaya girerek ölür. Bütün has- 
talık tablosu 8-20 gün sürebilir. Ölüm oranı W 60-100 arasında değişirse 
de, kurtulmanın az yemeden ileri geldiği kabul edilmektedir (Öner, 1972). 


2.5.2. Şapkalı mantarların ekolojisi: Burada bu konu herhangi bir 
ayrım yapmaksızın genel olarak şapkalı mantarlar için ele alınmıştır. 


Şapkalı mantarlardan birkaçı dışında hepsi saprofittirler. Yani 
ölü veya ölme derecesine gelmiş bitki ve bitki artıkları üzerinde yaşarlar. 
Bunlar doğada organik maddelerin parçalanmasına diğer mikroorganiz- 
malarla beraber katılırlar. 


Şapkalı mantarların ortaya çıkışlarında, yerleşimlerinde ve ço- 
galmalarında nem ve ısı en önemli faktörlerdendir. Işık, pH ve subst- 
ratın havalanmasında şapkalı mantarların habitatının tayini de önemli 
bir rol oynar. Bazı şapkalı mantarlar 99 20 su içeren hümüs veya 
başka uygun bir yerde gelişebildikleri halde, bazıları substrat 99 30-40 
nem içerdiği takdirde ancak gelişebilirler. Denilebilir ki, her tür için 
bir nem optimumu vardır. Bunun yukarısında şapkalı mantarın çoğal- 
ma kaabiliyeti sınırlanır veya mantar ölür. 


Isıya gelince, burada hava ısısı kadar toprak ısısı da önemlidir. 
Sonbaharda 7 *C civarında sıcaklık gösteren aynı toprak, 2-3 *C'de 
olduğundan 4-5 defa daha fazla üretkenlik gösterir. Doğal şapkalı man- 
tarlar düşük ve yüksek sıcaklık derecelerine daha dayanıklıdırlar. Ör- 
neğin doğada ilkbaharın başlarından sıcak yaz aylarına ve kışın ilk kı- 
rağlarına kadar şapkalı mantarlara rastlamak mümkündür. Buna kar- 
şılık ticari amaçla üretilen şapkalı mantar türleri için en uygun sıcaklık 
derecesi sınırları çok dardır (10-15.5 *C) (Krieger, 1967). 


Güneş ışığı şapkalı mantarlar için nem ve ısıya göre daha az 
önemlidir. Bazı türler ışığa az bağlıdırlar. Birçoğu güneş ışığını normalin 
1/100'i, hatta daha az geçiren sık çalılar altında yaşarlar. Buna karşılık 
birçokları ışığa çok muhtaçtırlar. Ultraviyole ışınlarıyla zengin bir ışın- 
lanma ancak bazı türler dışında şapkalı mantarların gelişmesini durdu- 
durur. Bu nedenle 3000-4500 m yüksekliklerde çok defa canlı renkler 
gösteren Discomycefes'lere ve saharilerin kumlu toprakları üzerinde yeti- 
şen odunlaşmış organları olan Tufosfomes'lere v.b. rastlanabilir. 
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Şapkalı mantarların topraktan isteklerine gelince, bazıları silisli, 
bazıları da kalkerli toprakları severler. Genel olarak denilebilir ki, bir 
türün mevcudiyetini çok defa toprağın kimyası ve pH'sı tayin eder. Hat- 
ta bu durum aynı türün varyeteleri arasında değişir. Bununla beraber 
silisli toprağa ait bir türün organik madde bakımından çok zengin ve 
hemen hemen silisten mahrum turba topraklara kolaylıkla adapte ol- 
dukları görülür. Aynı şekilde deniz hayvanlarının kabuklarından önemli 
miktarda kalkerin geçtiği kumluklarda yaşayan şapkalı mantarlar da 
vardır. 


2.5.3. Şapkalı mantarların morfolojisi: Bir şapkalı mantarda, ör- 
neğin yenebilir Agaricus campestris ve zehirli Amanita phalloides (Şe- 
kil: 28) mantarlarında görüldüğü gibi, şu kısımlar ayırt edilirler. 


A. Agaricus (Psalliota) campestris: Örtü kalıntısı evresi (a) yırtıl- 
dıktan sonra, genç, pembe renkli lameller görülebilir halde. B. "To- 


(138) 


Sekil: 28. Agaricus (Psalliota) Compestris (A, B ve C) ve Amanita virosa (D, E, FveG) 
(Krieger'e göre) 
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murcuk" evresi; örtü (a) şapkanın kenarından ayrılmaya başlıyor. C. Â, 
ile işaretlenmiş mantarın kesiti. Önceleri pembe, sonra çikolata ren- 
gindeki lamellerin (a) serbest oldukları görülüyor. 


D. Amanita virosa: “Öldürücü Melek" (Destroying Angel) olgun 
evrede (a) parçalanmış örtü ve şapkanın kenarında örtüden kalıntı. 
(b) volva. E. D ile işaretlenmiş mantarın kesiti. Lameller serbest 
ve kenarları saçaklı. Lameller beyaz ve mantar yaşadığı sürece bu- 
lunur. F. Henüz parçalanmamış volva içinde kapalı genç mantar. 
Bu aşamada mantar Calvatia "Puff-ball" ile karıştırılabilir. Fakat uzun- 
lamasına bir kesit alınırsa (G) içerisindeki embriyo görülür. Bu resim- 
deki (a) yırtılmış örtüden çıkmakta olan şapkanın tepesi görülüyor. 
Bu gelişme evresi, daima volvası bu şekilde belirgin bir şekilde görün- 
meyen volvaya sahip türler dışındaki diğer türler için de geçerlidir. Bazı 
türlerinde volva siğilli ve küçük parçalara ayrılmıştır. 


2.5.4. Şapkalı mantarların çoğalması: Şapkalı mantarlar da çiçeksiz 
bitkilerdendir. Bunların çoğalmaları iki şekilde olmaktadır. Devam mi- 
selyumuyla ve sporla çoğalma. 


Devam miselyumuyla çoğalmada toprakta veya bir konukçuda bu- 
lunan ve devam miselyumu oluşturan hiflerin veya mikroskopik, ince 
flamentlerin gelişme koşulları uygun olunca doğal çelikleme ile çoğal- 
maları bahis konusudur. 


Sporla çoğalmada ise, spor üreticisi himenyumdan etrafa dağılan 
sporlar çimlenerek primer miselyumu oluştururlar. Bunlar ya çoğalır- 
lar yahut iyi olmayan koşullara uyarak sekunder miselyumu yahut 
yüksek mantarın bütünü demek olan karpofor (carpophore) oluşturur- 
lar (Şekil: 29). Bunun Ön evresi olan primordiyum (primordium) ise 
toprak altındadır. 


Pullar 


mı Ortu 
Ki Kortınâ 


Şekil: 29. Hem universal hem de kısmi ötrülü bir bazidiyokarpın gelişme evreleri (Moore'a göre). 


43 


3. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
SİSTEMATİKLERİ: 


3.1. Maya ve maya benzerlerinin sistematiği: 


Mayaların sistematiğini yapmak zordur. Çünkü maya ve maya ben- 
zeri organizmalar çok heterojendir. Biz burada teknikte adı geçen maya 
ve maya benzerlerinin önemli örneklerini taksonomik bir düzen içinde 
tanıtmaya çalışacağız (Windisch, 1960; Lodder, 1970; Barnett, 1967). 


. Windisch mayaları esas olarak 2 grup altında toplayarak (1) spor 
yapanlar ve (2) spor yapmayanlar veya spor yaptığı bugüne kadar 
saptanamamış olanlar (Fungi İmperfecti) diye ayırt etmiştir. Ayrıca 
bu 2 grup kendi aralarında aşağıda olduğu gibi sınıflandırılmıştır: 


I. Spor yapan mayalar grubu: 


Sınıf : Ascomycetes 

Fam : o Endomycetaceae 

Cins i Endomycopsis 

Fam, : Saccharomycetaceae 

Cins :  Sehizosaceharomyces 

Saccharomycodes 

Saccharomyces 

5 : Pichia 

Hassenula 
Schwanniomyces 

Debaryomyces 


Byssoclamys 


Fam : Sporobolomycetaceae 
Cins :  Bullera 


Sporobolomyces 


II. Spor yapmayan mayalar grubu: 
Sınıf : Deuteromycetes (Fungi Inıperfecti) 
Fam :ı Cryptococcaceae 
Cins :  Brettanomyces 


ı Candida 


" 


Torulopsis 


” 


Trigonopsis 


" 


Kloeckera 


Cryplococcus 


Pityrosporum 


> : Rhodotorula 


Trichosporon 


Endomycetaceae familyası: Bu familyada vejetatif hücreler doğru- 
dan askus olmaz. Aksus ancak izo-veya heterogamik bir kopulasyondan 
sonra oluşur. Oluşan spor adedi 8 veya daha azdır. Hifler çok bölmeli. 


Fermantasyon kısmen var. 


1. Cins: Endomycopsis 


Misel ve psödomisel, blastospor, artrospor ve tomurcuklanma mev- 
cuttur (Şekil: 30). Askosporlar küresel, Satürn veya orak şeklinde olabilir. 
Fermantasyon zayıf veya mevcut değildir. Bu maya amilolitiktir. 
Nişastalı ham madde veya artıklardan THP üretimi için düşünülebi- 
lir. Bu amaçla Çekoslavakya'da sığır besiciliğinde oEndomycopsis fibuli- 


gera denenmiş ve iyi sonuçlar alınmıştır. 


Saccharomycetaceae o familyası: (Vejetatif hücreler omünferittir. (OHif 
oluşabilir, fakat kolaylıkla parçalara ayrılır. Gametangiyum yoktur. 
Hücre duvarları az kitin içerir. Şekeri fermente etme kabiliyeti belirgin- 
dir. 
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Şekil: 30 Endomycopsis vini. Patates ağarı üzerinde 6 günlük (Lodder'e göre) 


1. Cins: Sehizosaccharomyces 


Hücreler küresel veya silindirik şekildedir. Bölünmeyle çoğalır. 
Gerçek hif gelişebilirse de, parçalanarak artrosprolar oluşur (Şekil: 31). 
Askuslar çoğunlukla vejetatif hücrelerin konjugasyonuyla meydana ge- 
lir. Sporlar küresel veya oval, ender olarak oblongtur. Fermantasyon 
vardır. Bu maya Afrika yerlileri tarafından yüzyıllardır yapılıp içilen 
"pombe" adındaki alkollü içkinin florasında bulunur. Bu türüne bu 
nedenle Schiz. pombe adı verilmiştir. 


Ba 5 
a i 


Sp 


Şekil: 31. Sehiosaccharomyces octosporus. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 
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Şekerli ham maddelerden etilalkol üretiminde kullandır. Bir diğer 
türü olan Schiz. pombe var. acidodevaratus ise şarapçılıkta malik asidi 
laktik aside dönüştürerek şarapta asit azalmasına neden olduğundan asi- 
di yüksek şarapların İslahında kullanılabilir. 


2. Cins: Saccharomycodes 


Hücreler büyük, limon veya elongat şekildedir. (Şekil: 32). 
Psödomisel oluştuğu takdirde zayıf bir gelişme gösterir. Sporlar küre- 
seldir. Askuslar 4 spor içerir. Sıvı besiyerinde tortu ve halka oluşturur. 
Şekerleri fermente eder. Bu maya SO,'ye karşı fazla dayanıklı olduğun- 
dan (470 mg serbest SO,) kuvvetli kükürtlenmiş şıralarda kullandır. 
Ancak fazla alkol meydana getiremediğinden asıl fermantasyonun 
Saccharomyces türlerine yaptırılması gerekir. 


Şekil: 32. Saccharomycodes ludwigii. Malt agarda (Lodder'e göre) 


3. Cins: Saccharomyces 


Çoğalma yalnızca tomurcuklanma ile olur. Hücreler küresel, elipsoit, 
silindirik veya elongat şekildedir. (Şekil: 33) Psödomisel oluşabilir. Uzun 
süre sublüktür halinde bırakıldığı zaman zar yapabilir. Askuslar genel- 
likle 1-4, çok ender olarak daha fazla spor içerir. Fermantasyon vardır. 
Laktoz ve yüksek parafinleri parçalayamaz. Başta alkol ve alkollü iç- 
kiler, ekmek, yem ve besin mayası üretiminde olmak üzere birçok 
endüstride adı geçen mayalar bu cinse dahildirler. 


4. Cins: Pichia 


Hücreler değişik şekillerde olabilir (Şekil: 34). Tomurcuklanma çok 
taraflıdır. Birçok türleri psödomisel oluşturur. Gerçek misel bazı tür- 
lerde vardır. Her bir askusda 1-4 spor bulunur. Fermantasyon bazı tür- 
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Şekil: 33. Saccharomyces cerevisiae, CBS 1171. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 


lerde var; bazı türlerde ise yoktur. Bu cinse ait türler uzak Doğu'da 
soyadan yapılan "Miso"nun florasında bulunur. Ayrıca malik asidin 
elde olunmasında Rhizopus ile karışık kültür halinde kullanılmış ve iyi 
sonuç alınmıştır. Bu çalışmaya göre Rhizopus'un. oluşturduğu fümarik 
asit malik aside dönüştürülmektedir. Substrata © 10 polietilen glikolün 
ilâvesi verimi yak. © 95'e kadar yükseltmiştir. 


Hücreler siferik, siferoit, elipsoit, oblong silindirik veya elongat 
biçimdedir (Şekil:35). Bazen hücrelerin birleşmesinden flament meydana 
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gelebilir. Yalancı ve gerçek misel oluşabilir. Her bir aşk 1-4 askospor 
içerir. Zar oluşturması ve fermantasyon bazılarında bulunur. Nişasta 
sentezi yapamaz. Nitratı assimile eder. Bu cinse ait türlerden H. ano- 
mola antranilik asitten ekonomik olarak triptofan üretiminde kullanı- 
labilir. Keza Hansenula türleri arabit, eritrit ve gliserin gibi yüksek 
alkollerin üretiminde söz konusudurlar. 


Şekil: 35. Hansenula anamala NRRL Y-366-8 X Y-2153-4 (Lodder'e göre) 


6. Cins: Sechfvanniomyces 


Hücreler ovoit, küresel veya oval, ara sıra elongat veya silindirik 
şekil gösterirler (Şekil: 36). Çoğalma tomurcuklanma ile olur. Psödo- 
misel yapmaz veya çok ilkeldir ve belirgin değildir. Askusda 1, nadiren 2 
askospor vardır. Sıvı besiyerinde tortu ve halka yapar. Bütün türleri 
fermantatif ve amilolitiktir. Hem a-amilaz hem de glikoamilaz içerir. Ni- 
şastadan doğrudan etilalkol veya THP üretiminde düşünülebilir. 


7. Cins: Debaryomyces 


Hücre şekilleri değişiktir. | Çoğalma tomurcuklanmayla olur. 
(Şekil: 37) Psödomisel oluşabilir. Askuslarda çoğunlukla 1-2 spor meyda- 
na gelir. Bazılarında 4 spora kadar olabilir. Fermantasyon oldukça yavaş 
ve zayıf olabilir veya mevcut değildir Bu cinsten bazı türler amino 
asitlerden izobütanol ve glikozdan arabit, gliserin gibi yüksek alkol 
oluşturmalarıyla dikkatleri üzerlerine çekerler. 
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Şekil: 37. Deboryomyces hansenii. A) Malt ekstraktında 3 günlük; B) D. hansenii V 8 agar üze- 
rinde 14 günlük (Lodder'e göre) 


8. Cins: Byssocdlamys 


Fungi Imperfecti formu Paecilomyces olan bu cinsin özellikle B. 
Jfulva (Şekil: 38) türünün sporları yüksek sıcaklık derecelerine dayanık- 
lılık ile dikkati çekerler. Bu mantar sporları ile bulaşmış bir konserve 
89.4 *C'de 9 dakika tutulduğu halde pastörize edilememiştir. Bu bakım- 
dan konservecilikte önemli yeri olan bir fungustur. Diğer taraftan bu 
fungusun glikozdan W& 30 oranında mannit meydana getirmesi ve pek- 
tin esterazların elde olunması bakımından endüstride yeri vardır. 


Sporobolomycetaceae familyası: Bu familyada çoğalma çeşitli şekil- 
lerdeki tomurcuklanma ile olur. Psödomisel, misel ve artrospor var- 
dır. Fermantasyon yapabilir. 
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Şekil: 38. Byssocrıamysfulva. Konidiler ve spor ihtiva eden askuslar (siyah renkli). x 330 


1. Cins: Bullera 


Ballistosporlar simetrik, siferoit, ovoit veya apikulat, havai sterig- 
ma ucunda oluşur (Şekil: 39). Misel veya psödomisel oluşmaz. Hüc- 
reler siferoit-ovoit biçimdedir. Malt agarında soluk, krem renginde veya, 
açık sarı renkte bir gelişme görülür. Fermantasyon yoktur. 


Şekil: 39. Bwllera alba. Ballistosporlar (Lodder'e göre) 
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2. Cins: Sporobolomyces 


Hücreler ovoit, elongat şekildedir (Şekil: 40). Bu hücrelerden bazıları 
üzerinde tipik asimetrik böbrek veya orak şeklinde ballistosporlar havai 
sterigma ucunda oluşur. Olgunlaştığı zaman, sterigma ucunda bir damla 
oluşur ve bunun ağırlığı ile spor fırlatılır. Fermantasyon yapmaz. 
Nişasta sentezleyemez. 


Şekil: 40. Sporobolomyces holsaticus. Lam kültürü, patates agarında (Lodder'e göre). 


2. Spor yapmayan mayalar: 


Cryptococcaceae o familyası: Bu familyada çoğalma çeşitli şekil- 
lerdekitomurcuklanma ile, keza psödomisel, misel ve artrasporlarla olur. 
Fermantasyon mevcut olmayabilir. 


1. Cins: Brettanomyces 


Hücreler elipsoit veya siferoit şekildedir (Şekil: 41). Fakat oval, hatta 
silindirik-elongat şekillere de sık sık rastlanır. Tomurcuklanma ile çoğalır. 
Psödomisel oluşturur. Askospor yoktur. Fermantatif ve oksidatif metabo- 
lizma mevcuttur. Fermantasyon moleküler oksijenle teşvik edilmiş olur. 
Bu cinse ait birtürün, B. bruxellensis var. nonmembranaefaciens maltta bu- 
lunan maltotetraozu ve daha yüksek maltodekstrin homologlarını fermen- 
te ederek "fermantasyon derecesi" (attenüasyon)'ni yükselttiği için önem- 
lidir. 
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Şekil: 41. Brertanomyces bruxellensis. Malt ekstraktında 5 günlük (Lodder'e göre) 


2. Cins: Candida 


Hücreler (Şekil: 42). globoz, ovoit, silindirik veya elongat, bazen 
şekilsizdir. Çoğalma tomurcuklanma ile olur. Hemen hemen hepsi 
psödomisel oluşturur. Gerçek misel oluşabilir. Askospor yok. Fer- 
mantasyon bazı türlerinde mevcuttur. Hidrokarbonlar da dahil 
pek çok C-kaynağından faydalanabilmeleri dikkat çekicidir. Bu cinse 
ait türlere birçok fermantasyonların florasında rastlanıldığı gibi, bu 
cins özellikle besin ve yem mayacılığının en uygun mikroorganizması 
olarak tanınmıştır. Bu cinsin en tanınmış türü C. fropicalis'dir. 


Şekil: 42. Candida milis. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 
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3. Cins: Torulopsis 


Hücreler küresel veya ovoit, çok ender olarak da elongattır. Çoğal- 
ma tomurcuklanma ile olur (Şekil: 43). Psödomisel yok veya çok ilkel. 
Askospor yok. Birçok türlerinde fermantasyon vardır. Bu cinse ait tür- 
ler de çeşitli C-kaynaklarından faydalanabildiklerinden, aynı zamanda 
istekleri az ve hızla çoğalma kaabiliyetinde olduklarından, fermantasyon 
endüstrisinde özellikle besin ve yem mayacılığında kullanılırlar. Bu 
cinsin en tanınmış türü T. utilis'dir. 


Şekil: 43. Torulopsis candida. Glü. * maya eks. * pept. besiyerinde (Lodder'e göre) 


4. Cins: o Trigonopsis 


Hücreler triangular veya elipsoit, tetrahedral ve rombohedral hücre 
şekilleri mevcuttur (Şekil: 44). Çoğalma hücrelerin köşelerinden mey- 
dana gelen tomurcuklanma ile olur. Psödomisel yoktur. Sıvı besiyerin- 
de bir zar oluşturur. Fermantasyon kaabiliyetleri yoktur. Bu cinse 
ait 7. variabilis türünün glikozdan ekonomik olarak eritrit meydana 
getirebileceği saptanmıştır. 


5. Cins: Kloeckera 


Hücreler limon, ovoit, sosis veya düzensiz elongat şekildedir. Ço- 
galma tomurcuklanma ile olur (Şekil: 45). Bazı türler psödomisel yapar. 
Askospor yapmaz. Şekerleri fermente eder. Bu cinsin bir türü olan K. 
apiculata şarapçılıkta tanınmıştır. Zayıf fermantasyon gücü nedeniyle 
fermantasyonun ilk aşamasında faaliyet gösterir. 
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Şekil: 44. Trigonopsis variabilis. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 


ER 


Şekil: 45. K/oeckera apiculata. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 


6. Cins: Cryptococcus 


Hücreler siferoit veya ovoit, ara sıra elongat, amoboit veya poli- 
morfik şekillerde bulunur (Şekil: 46). Çoğalma tomurcuklanma ile 
olur. Birçok türlerinde kapsül bulunur. 


Katı besiyeri üzerinde lüzuci bir görünüşü vardır. Psödomisel oluş- 
tuğu takdirde, çok ilkeldir. Sıvı besiyerinde halka, adacık veya bir zar 
yapar ve bütün ortamı lüzuci bir kitle haline dönüştürür. Askospor 
meydana getirmez. Şekerleri fermente edemez. Bu cinse ait türler kısa 
zincirli polisakkarit oluştururlar. 


io) 


Şekil: 46. Crypfococcus neoformans. Malt ekstraktında 3 günlük (Lodder'e göre) 


7. Cins: Pifyrosporum 


Hücreler globoz-elipsoit ve uzun-elipsoit şekildedir (Şekil: 47). 
Çoğalma tomurcuklanma ile olur. Yavru hücrenin bir bölme ile ayrılma- 
sından sonra ana hücre üzerinde bir yara izi kalır. Bu yara izleri bir arada 
"Collarette" denilen bir görünüştedir. Sentetik besiyerinde misel ve 
psödomisel ender olarak oluşur. Fermantasyon kaabiliyetleri yoktur. 


Şekil 47: Pityrosporum ovale, CBS 1878. Malt ekstraktında 35 “C'de 2 günlük (Çalkalanmış) 
(Lodder'e göre) 


8. Cins: Rhodotforula 


Hücreler siferoit, ovoit veya elongat şekildedir, Çoğalma tomur- 
cuklanma ile olur. Bazı soyları klamidospor benzeri hücreler ve/veya 
psödo-veya gerçek hif yapar. Askospor yoktur. Kırmızı ve/veya sarı 
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suşlar karotenoit renk maddeleri meydana getirir. Fermantasyon yok- 
tur. Birçok suşlar kapsüllü olmaları nedeniyle mükoz, bazıları da 
macunumsu veya kuru bir gelişme gösterir. Bu cinse ait iki tür, 
Rh. glutinis ve Rh. gracilis yağ ve B-karotenin biyosentezinde kul- 
lanılabilir. Hidrokarbonlardan C-kaynağı olarak faydalanabilmekte 
dir. 


9. Cins: Trichosporon y 


Hücreler değişik şekillerdedir (Şekil: 48). Psödomiselyum kuvvetli 
veya zayıf gelişmiş olabilir. Gerçek miselyum ve artrospor daima mev- 
cuttur. Halka ve zar oluşumuna sık rastlanır. Askospor veya teliyospor 
yoktur. Aseksüel endosprorlar oluşabilir. Fermantasyon yapmaz veya 
zayıf ve belirgin değildir. 7. cufaneum atık sularda organik maddeleri, 
özellikle fenol bileşiklerini çok hızlı okside ederek diğer mantarların 
fenolden etkilenmelerini önler. 


Şekil: 48. 7r. aculeatum. 25 *C'de glü. * maya eks. * pep. besiyerinde 3 günlük (Lodder'e göre) 


3.2. Bakterilerin sistematiği: Burada teknikte kullanılan bakteri- 
leri "Bergey's Manuel of Determinative Bacteriology'"nin 8'inci bas- 
kısına göre ele alacağız. Adı geçen kitapta bakteriler 19 grup içerisinde 
toplanmış bulunuyor. Bu bakteri gruplarından önemli teknik bakteri- 
leri içerenleri aşağıda örnekler vererek tanıtmaya çalışacağız; 
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A. Gram negatif, aerobik, çomak ve koklar grubu. 


Pseudomonadaceae familyası: Bu familyadaki bakteriler küçük ço- 
mak (0.5-0.6 x 1.55 pu) bakterileridir. Polar kirpiklidirler. Asporogen 
ve aerobiktirler. Birçok türleri pigment yaparlar. Tatlı sularda ve deniz- 
lerde, toprakta, bitkiler ve besinler üzerinde bulunurlar. Teknikte kul- 
lanılan cinslerine Pseudomonas, Xanthomonas, Zoogloca ve Glüconobacter 
örnek olarak verilebilir. Aşağıda bu cinsler ana çizgileriyle tanıtılacaktır: 


1. Cins: Pseudomonas : Hücreler monotrik, lofotrik veya hareketsiz; 
Gram negatif, sıklıkla fluoressan, yayılabilen pigmentler yapabilir (Şekil: 
49). Çoğunluğu glikozu glikonik aside, 2-ketoglikonik aside veya başka 
ara ürünlere okside ederler. Çok defa laktozu okside edemezler. Sıklıkla 
nitratları nitritlere, amonyağa veya serbest azota indirgerler. Birçokları 
toprakta, deniz ve hatta tuz konsantrasyonu yüksek salamuralarda 
bulunurlar. Birçokları bitkilerde, çok azı hayvanlarda hastalık âmili- 
dirler. Bazı Pseudomonas türleri çeşitli siklik bileşiklerin transformas- 
yonunda kullanılırlar. 


Şekil: 49. Pseudomonas aeruginosa (Pelzcar'a göre) 


2. Cins: Xanihomonas : Hücrelertek, düz çomak şeklindedirler. Polar 
kirpikçikle hareket ederler. Gram negatif'tir. Çok defa sarı pigment ya- 
parlar. Obligat aerobiktirler. Bütün türleri bitki patojenidirler. Proteinle- 
ri parçalayabilirler. Sütü alkali yaparlarve H,S meydana getirirler. Bazı 
türleri pektolitiktir. Teknikte biyolojik yolla dekstran ve "ksantan zam- 
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Şekil: 50. Acefobacfer pasteurianum (Glaubitz'e göre) 


kı" (Xanthan Gum) üretiminde kullanılır. Bu bakteri türleri aynı 
zamanda glikozdan prüvik asit üretiminde söz konusu olabilir. 


3. Cins: Zoogloge: Hücreler çomak şeklindedir.  Asporogendir. 
Monotrik kirpikcikle hareket eder. Gram-negatiftir. Solunum var, fa- 
kat fermantasyon yoktur. Proteolitik değildir. Obligat aerobtur. Doğal 
sularda ve kanalizasyon suyunda makroskopik yığınlar halinde bulu- 


nur. 


4. Cins: Gluconobacter (Syn. Acetomonas) : Hücreler eliptikten ço- 
mağa kadar değişen şekillerdedir. Tek, çift veya zincirler halinde bulu- 
nur. Eski kültürlerde "involüsyon" formlarına rastlanabilir. 2-8 polar 
kirpikcikle hareket eder. Ender olarak tek kirpikcikli veya hareketsiz 
olanlarına rastlanabilir. Endospor oluşturmazlar. Gram negatiftirler; eski 
kültürlerde ise zayıf Gram pozitiftirler. Solunum var, fakat fermantas- 
yon yoktur. Etilalkolü asetik aside okside eder. Asetat ve laktatı CO,'e 
okside etmez. Yağ asitlerini tam parçalamaz ve şekerlerden asit oluş- 
turur. Katalaz pozitiftir. Obligat aerobtur. Çiçeklerde, ekşimiş meyve- 
lerde, sebzelerde, birada, Güney Afrika'da yapılan "kaffir beer"de, elma 
şarabında, şarapta, şarap sirkesinde, ekmek mayasında ve bahçe top- 
rağında bulunur. 


59 


Halobacteriaceae familyası: Bu familyaya 9© 12 konsantrasyona 
kadar tuzu seven, çomak ve kok şeklinde bakterilerle akrabalıkları kesin 
olmayan ve teknikte kullanılan Acefobacfer ve Alcaligenes cinsleri dahil 
edilmişlerdir. Aşağıda bu cinsler tanıtılmaya çalışılacaktır: 


1, Cins: Acefobacter: Hücreler eliptikten çomağa kadar değişen, 
düz veya hafif eğilmiş şekillerde; 0.6-0.8 x 1.0-3.0 g büyüklüğünde, 
tek, zincir veya zincirler halinde bulunur (Şekil: 50), Oligat aerobturlar. 
Bazı türlerinde sık olarak involüsyon şekillerine rastlanır. Peritrik kir- 
pikciklerle hareketli veya haraketsizdir. Endospor oluşturmaz. Genç hüc- 
reler Gram-negatiftirler. Eski kültürlerde bazı suşlar Gram "variable"- 
dirler. Solunum var, fakat fermantasyon yoktur. Etil alkolü asetik aside 
okside ederler. Asetat ve laktatı CO, ve H,O'ya okside (üst oksidasyon) 
ederler. Teknikte sirke ve asetik asit, glikozdan glikonik asit, gliserinden 
dihidroksiaseton, sorbitten sorboz üretiminde kullanılırlar. Meyveler ve 
sebzelerde, ekşimiş meyve sularında sirkede alkollü içkilerde bulunurlar. 


Şekil; SI. Rhizobium sp. hücreleri (Pelzcar'a göre) 


Rhizobiaceae familyası: Üzerinde yaşadıkları baklagillerin köklerin- 
de "nodüller"in oluşmasına neden olurlar. Bu bakteri ve bitki arasındaki 
simbiyotik yaşam sırasında bakteriler havanın azotunun nodüller için- 
de tespit ederler. Böylece bitkiye azotlu maddeler sağlarken, bitkiden 
karşılık olarak glisitleri alır. Bu familyadan bugün dünyada çok mik- 
tarda kullanılan biyolojik gübrenin mikroorganizması olan Rhizobium 
cinsi aşağıda tanıtılacaktır: 
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1. Cins: Rhizobium: Çomak şeklinde ve 0.5-0.9 x 1.2-30 px bü- 
yüklüğündedir (Şekil: 51). Değişik koşullarda pleomorfizm gösterir. Ha- 
reketlidir. Endospor yapmaz. Gram-negatiftir. Karbonhidratlı besiyer- 
lerinde polisakkarit bileşiminde mükoit bir madde oluşturur. Solunum 
var. Aerobtur. Baklagil bitkilerinin köklerinde oluşan nodozitelerde 
bulunarak azot tespit ederler. Bu nedenle teknikte "biyolojik gübre" ola- 
rak kullanılırlar. 


Methylomonadaceae familyası: Bu familyaya giren bakteriler me- 
tan veya metanol gibi tek karbonlu organik maddeleri C-kaynağı olarak 
kullanabilirler. Bu bakteriler "tek hücre proteini" (THP) üretiminde 
kullanılmaktadırlar. Bu familyadan 2 cinsi aşağı da tanıtacağız: 


1. Cins: Merhylomonas (Syn. Metfhanomonas) : Hücreler tek, düz, 
eğilmiş veya dallanmış çomaklar şeklindedir. Büyüklükleri 0.5-1 x 1-4p 
arasında değişir. Gram-negatiftirler. Solunum şeklinde metabolizma 
vardır. Obligat aerobturlar, 


2: Cins: Methylococcus : Hücreler küreseldir. Çok defa çift halde bulu- 
nurlar. Hareketsizdirler. Solunum şeklinde metabolizma yaparlar. Obli- 
gat acrobturlar. . 


B. Gram-negatif, fakültatif anaerobik çomaklar grubu: Bu grubta 
2 familya bulunmaktadır: Enferobacteriaceae ve Vibrionaceae. 


Enterobacteriaceae familyası: Bu familyadan bir cins teknikte biyo- 
lojik kontrolların, bir objesi olmasıyla ve aynı zamanda çeşitli metabo- 
lizma ara ürünleriyle bizi ilgilendirmektedir. Aşağıda bu cins tanıtıla- 
caktır: 


1. Cins: Escherichia: Gram-negatif çomak bakterileridir (Şekil: 52). 
Peritrik kirpikçikle hareketlidirler veya haraketsizdirler. Fakültatif 
anaerobturlar. Solunum ve fermantasyon şekillerinde metabolizma ya- 
parlar. Glikoz, diğer karbonhidratlardan ve etil alkolden asit oluştururlar. 
Çok defa aerobturler, fakat anaerobik gruplar ve mutantlar oluştururlar. 
Katalaz pozitif, oksidaz negatiftirler. Nitratları nitritlere indirgerler. Bu 
cins teknikte polisakkarit, biyokitle, penisilin, açilaz, glitamik asit üre- 
timi ve başka amaçlar için uygundur. 


Vibrionaceae familyası: Bu familyaya virgül şeklinde veya düz ço- 
mak bakterileri dahildirler. Gram-negatiftirler. Çoğunlukla hareketli- 
dirler. Solunum ve fermantatif şekillerinde metabolizma yaparlar. Fa- 
kültatif anaerobturlar. Çoğunlukla tatlı sularda ve deniz suyunda, bazen 
balık ve insanda bulunurlar. Bazı cinsleri patojendirler. Aşağıda bu 
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familyayla akrabalığı kesinleşmemiş teknikte kullanılan bazı cinsleri 
tanıtmaya çalışacağız: 


Şekil: 52. Eseheriahia coli (Carpenter'e göre) 


1. Cins: Zymomonas : Bu bakteri uçları yuvarlak tombul çomak şek- 
lindedir. Tek veya çift halde bulunurlar. Lofotrik kirpikciklerle hareket 
ederler. Gram-negatiftirler. Glikoz veya früktozdan Entner-Doudo- 
roff yoluyla eşit oranlarda etil alkol ve CO, oluştururlar. Son ürün 
olmamakla beraber ortamda asetaldehit birikimi olur. Anaerobturlar, 
fakat az miktarda oksijene dayanıklıdırlar. Opt. sıcaklık dereceleri 
30 *C'dir. Bu cinsin Z. mobilis türü fermente olmuş Agave americana 
şırasından, Z. anaerobia türü ise" İngiltere ve Fransa'da "framboise" 
adıyla bilinen elma şarabı hastalığının etkeni olarak izole edilmiştir. 
Hastalıklı elma şarabındaki hoşa gitmeyen koku ortamdaki aset aldehit 
birikiminden ileri gelmektedir. Bu bakteri H,S çıkışıyla daha da ağır- 
laşan kokunun bulunduğu hastalanmış biralardan da izole edilmiştir. 
Bu cins alkol üretiminde denenmiş ve S5. cerevisiae'ya göreceli olarak 95 
30 daha yüksek verim göstermiştir. 


2. Cins: FHavobacterium: Bu cinse ait bakteriler kok-basilden ince 
çomağa kadar değişen şekiller gösterirler. Peritrik kirpikciklerle hareket 
ederler. Hareketsiz olanları dabulunur. Endospor oluşturmazlar. Gram- 


negatiftirler. Katı besiyerlerinde pigment oluştururlar. Solunum şek- 
linde metabolizma yaparlar. 
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Toprakta, tatlı sularda ve deniz suyunda yaygın olarak bulunurlar. 
Teknikte B, grubu vitaminlerin ve pektinaz üretiminde kullanılır. Bir 
antibiyotik olan "gramisidin" üretiminde denenmiş ve yüksek bir ve- 
rim göstermiştir. 


Ayrıca konserve ve süt endüstrisinde zararlı bir etken olarak bi- 
linir. 


C. Gram negatif, kemolitotrofik bakteriler gurubu: Bu gruptaki 
bakteriler amonyum veya nitriti okside edenler, kükürdü metabolize 
edenler ve demir ve manganez oksitleri depolayanlar olmak üzere 
farklı familyada toplanırlar. Bunların içinde kükürdü okside edenler 
bugün endüstride "microbial leaching" yöntemiyle maden cevherlerinin 
zenginleştirilmelerinde kullanılmaktadır. "Bergey's oOoManual Deter- 
minative of Bacteriology" de bu familyadan "kükürt ve kükürtlü bile- 
şikleri metabolize eden mikroorganizmalar" olarak bahsedilmekte ve bir 
familya adı verilmemektedir. Ancak bu bakterilerden besiyerlerinde 
yetişen cinslerini 7hiobacillaceae familyası adı altında toplamak ola- 
naklıdır. Bu familyadaki bakteriler elementer kükürt ve indirgenmiş 
kükürt bileşiklerinin (7. ferrooxidans) ve aynı zamanda Fe'”nin Fe'“e 
oksidasyonundan (7. ferrooxidans) enerjilerini sağlarlar. Genellikle 
obligat aerob ve ototrofturlar. C-kaynağı olarak COJi kullanırlar. 
Gereksindikleri madensel maddeler ve iz elementleri çevrelerindeki ka- 
yadan sağlarlar. Metabolizmaları sırasında açığa çıkan elementer S'den 
T. thiooxidans türü asit sülfürik oluşturduğundan ortamın pH'sı 1.0—1.S, 
hatta 1.0'in altına kadar düşer ve bunun sonucu olarak metal suda çö- 
zünür sülfatlar haline dönüşerek kaya hızla dağılır. Bu bakteriler çomak 
şeklinde ve çok defa tek polar kirpikcikle hareketlidir. Gram-negatif- 
tirler. 1.0-2.0 & x 0.5 g büyüklüğündedirler. Bu bakteri doğada deniz 
suyunda, deniz çamurunda, toprakta, tatlı sularda, kanalizasyon su- 
larında, kükürtlü kaynaklarda ve kükürtlü atıklar içinde veya onların 
yakınlarında bulunurlar. 


D. Metan oluşturan bakteriler grubu: Bu bakteriler Mefhanobac- 
fteriaceae familyasına dahildirler. Biyolojik çürüme olayları sırasında olu- 
şan gazda fazla miktarda yanma değeri yüksek bir gaz olan metan bu- 
lunur. "Biyogaz" olarak da bilinen bu gaz evsel atıklar dışında birçok 
endüstri atıklarının fermantasyonuyla elde olunabilir. 


Obligat olan bu bakteriler CO,'in oksijenini substratların oksidas- 
yonunda kullanırlar. Bu esnada CO, metana indirgenmiş olur. Aynı bak- 
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teriler metil alkol ve asetattan metil grubuna sudan bir hidrojen 
atomu naklederek metan meydana getirirler. 


1. Cins: Metfhanobacterium: Bükülmüş, kancalı veya düz çomak 
biçimlerinde hareketli veya hareketsiz, asporogen bakterilerdir (Şekil: 53). 
Beslenme bakımından ototrofik ve heterotrofik olanları bulunur. Hidrojeni 
kullanarak CO,'in indirgenmesiyle enerji sağlarlar. Obligat anaerobturlar. 
Sıcaklık isteklerine göre mezofilden ekstrem termofiliğer kadar değişen 


türleri bulunur. 


EK 


Şekil: 53, Meihanobacferium #hermoautotrophicum (Zeikus'a göre) 


Doğada çok yaygındırlar. Doğal suların birikintileri gibi anaerobik 
habitatlarda, toprakta, anaerobik pis su arıtma tesislerinde ve hayvanla- 
rın sindirim sisteminde bulunurlar. Bu cinsin birtürü olan M. omelianski 
çürütme çamurundan Vit. B,, üretiminde başarılı olarak denenmiştir. 


2. Cins: Metfhanosarcina: Hücreler büyük küresel şekilde ve paket- 
ler halindedir. Gram-variable ve gram-pozitif olanları vardır. Hareket- 
sizdirler. Asetattan ve bazen metilalkolden metan oluştururlar. Obligat 


anaerobturlar. 


Doğada suların çamurlu birikintilerinde ve anaerobik pis su arıtma 
tesislerinin aktif çamurunda bulunur. 


3. Cins: Metfhanacoccus: Hücreler küresel şekilde ve tek, çift veya 
kitle halinde bulunurlar. Hareketli ve hareketsiz olanları, Gram-pozitif 
ve negatif olanları vardır. Hidrojen ve CO,'den format, asetat ve büti- 
rattan metanın oluşmasında rol alırlar. Obligat anaerobturlar. 
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Doğada bahçe toprağından, biyolojik arıtma tesislerinden, aktif 
çamurdan ve ot yiyen hayvanların dışkılarından izole edilmiştir. 


E. Actinomycetes ve akraba mikroorganizmalar grubu. 


Actinomycetaceae familyası: Dallanmış flamentler ve misel oluştur- 
ma eğilimi gösteren bakteriler bu familyaya dahildirler. Eksosporlarla 
çoğalırlar. Bu özellikleriyle fungiye akrabadırlar. Fakat prokaryotik 
oluşları, hücre duvarlarının kimyasal bileşimi ve fajlara olan hassasiyet- 
leri ise, onları bakteri sistematiğine dahil eder. Fungisitlere karşı daya- 
nıklıdırlar. Gram pozitiflik hâkim bir özelliktir. Doğada çok yaygın ola- 
rak bulunur. Toprakta organik maddenin çözümüne katılırlar. Antibiyo- 
tik üretimleri, vitamin üretimleri ve organik asitlerin transformasyonu 
nedeniyle endüstride kullanılırlar. Bunlara örnek olarak Acfinomyces 
cinsini gösterebiliriz (Şekil: 54). 


Şekil: 54. Acfinomyces bovis. Dallanmış, flamentli hücreler (Walter ve McBee'ye göre) 


Corynebacteriaceae. familyası: Bu familyaya dahil olan bakteriler 
genellikle haraketsiz çomak bakterileri şeklindedirler. Değişik şekiller gös- 
terebilirler. Genellikle Gram-pozitiftirler. Bazı türleri pigment yaparlar. 
Süt ürünlerinde ve toprakta bulunurlar. Bu familyanın teknikte kullanı- 
lan cinsleri Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter'dir. 


1. Cins: Corynebacterium: Bu bakteri © 8l'e varan protein içe- 
riği ile THP üretiminde adı geçer. Cassava (Manihot utilissima) bit- 
kisinin pulpundan Geofrichum candida ile beraber Corynenebacterium 
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maniho'un o fermantasyonu sonunda elde olunan "Cari" adında bir 
besin Nijerya'nın güneyinde Batı Afrika sahili boyunca yerli halk ta- 
rafından üretilmektedir. Ayrıca bu bakterinin hidrokarbonlardan IHP 
meydana getirmesi önemli bir özelliktir. Oksidasyon tepkimeleriyle 
de dikkatleri üzerine çeken bu bakteri aynı zamanda biyolojik arıtma 
sistemlerinin florasında da bulunmaktadır (Şekil: 55). 


Şekil: 55. Corynebacterium o diphiherine (O (Pelzcar'a göre) 


2. Cins: Cellulomonas: Hücreler küçük, pleomorfik çomak şeklin - 
dedirler. Bunlar düz, açı yapan veya hafifeğilmiş kok benzeri biçimler de 
gösterebilirler. Bu durum kültürün yaşına ve koşullarına bağlıdır. Perit- 
rik kirpikciklerle hareket ederler. Bununla beraber bazı türleri hareket- 
sizdir. Gram-"variable"dir. Sellülozu parçalayabilen enzimleri içerme- 
siyle tanınan bu bakteri özellikle gelecekte sellülozlu atıklardan biyoenerji 
sağlanmasında kullanılabilecek mikroorganizmalardan birisidir. 


3. Cins: Arihrobacter: Bu bakteri RNA'i parçalayarak nükleik asit 
oluşturması, transformasyonlar yapabilmesiyle tanınmıştır. Ayrıca 
proteolitik enzimler oluşturan önemli bakterilerden birisidir. Penisilin 
G'den enzimatik olarak 6-aminopenisillanik asit üretiminde de adı geç- 
mektedir. Bu cins bakteri aynı zamanda fungusların hücre duvarlarının 
lize edilmesinde kullanılır. 


Propionibacteriaceae familyası: Bu familyaya dahil bakteriler düz- 
gün olmayan çomak şeklindedirler. Eğilmeye ve uç kısmında şişkinlik 
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yapmaya eğilim ve pleomorfizm gösterirler. Hareketsiz, Gram-pozitif- 
tirler. Bazıları pigment yapabilirler. Proteolitik değil, fakat genellikle lak- 
tik asidi parçalarlar ve bazı hallerde de polihidroksi alkollerden alifatik 
karboksilik asit oluştururlar. Bu familyadan teknikte kullanılan bir cins 
olarak Propionibacterium glikozu propiyonik aside, asetik aside ve az 
miktarda da formik, valerik ve izobütirik asitlere dönüştürür. Bu bak- 
terinin aynı zamanda Vit. B,, üretiminde, bazı alkoloitlerin transfor- 


masyonunda da adı geçmektedir 


Sireptomycetaceae familyası; Bu familyaya dahil edilen bakterilerin 
vejetatif miselyumu basil veya kok benzeri formlarda parçalara ayrıl- 
maz (Şekil: 56). Konidiler sporoforlar üzerinde oluşur. Başlıca bulunduğu 
yer topraktır. Bazen çürüyen gübrede termofilik olanlarına rastlanır. Bu 
familyanın teknikte kullanılan S#epfomyces cinsi çok sayıda tür içerir. Bu 
gün bilinen 5000'den fazla antibiyotiğin 96 75'inin flamentli prokaryant- 
lara (Acftinomycefaceae ve Sireptomycetaceae) ait olduğunu ve bu mik- 
tarın 3 /4'ününde Sfrepfomyces cinsinin hesabına geçtiğini söylersek, bu 
cinsin ne derece önemli bir teknik mikroorganizma olduğu daha iyi an- 
şılmış olur. 


F. Gram pozitif kök grubu 


Bu bakteriler acorobik ve anaerobik olabilir. Tek, çift, zincirler, 
gruplar veya paketler halinde bulunurlar. Bu grup içinde Micrococcaceae 
ve Sirepfococcaceae familyalarına teknikte kullanılan önemli bakteriler 
dahildir. 


Micrococcaceae familyası: Bu familyaya dahil edilen bakterilerin hüc- 
releri küreseldir (Şekil: 57). Ancak bölünme sırasında biraz eliptiktir. Bö- 
lünme 2 veya 3 düzlemde olur. Bazı anaerobik cinsler yalnız I düzlemde 
bölündüklerinden zincirler oluştururlar. Bu bakterilertek, çift, tetrad, pa- 
ket, düzensiz kitleler veya zincirler halinde bulunurlar. Karbonhidratları 
parçalarken aerobik türleri gözle görülebilecek kadar gaz oluşturmazlar. 
Anaerobik türleri ise CH4, CO, ve H, gibi gazlar oluştururlar. Deniz 
suyu ve toprakta yaşayanları bulunmaktadır. Anaerobik olanları öncelik- 
le parçalanmakta olan organik maddeler üzerinde yaşarlar. 


I. Cins: Micrococcus: Bu cinse dahil türler şarapçılıkta laktik asit 
oluşturması ve malik ve tartarik asitlerin laktik aside dönüştürülmesiyle 
(Malolaktik Fermantasyon) dikkatleri üzerlerine çekerler. Ayrıca bu 
bakteri glitamik asit, lisin ve triptofan gibi amino asitlerin üretiminde 
kullanılır (Şekil: 57). 
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Şekil: 56, Srepfomyces venezuelae. Dallanmış miselyum ve oval spor zincirleri 
(Carpenter'e göre) 


e 


Şekil: 57. Micrococcus varians (Pamir'e göre) 


Sireptococcaceae familyası; Bu familyaya dahil bakterilerin hücreleri 
küresel veya hafif uzamıştır. Bölünme yalnız bir düzlemde olur. Çoğun- 
lukla çift veya zincirler halinde bulunurlar. Mikroaerofilik olanlar karbon- 
hidrat ve yüksek alkolleri parçalayarak laktik ve asetik asitler, alkol 
ve CO,,; obligat anaerobik olanlar ise küçük moleküllü azotlu maddeleri, 
organik asitleri ve çoğunlukla karbonhidratları parçalayarak CO,,H, ve 
diğer ürünler meydana getirirler. Besinler üzerinde, süt ürünlerinde ve 
fermente olan meyve sularında bulunur. Bu familyadan teknikte adı 
geçen oldukça fazla sayıda cins vardır. Bunlar Sfrepfococcus, Leuconostoc 
ve .Pediococcus'tür. 


1. Cins: Sirepfococcus: Normal olarak kısa ve uzun zincirler halinde 
bulunan bu cinse dahil türlerin başlıca laktik asit üretiminde, kremanın 
ekşitilmesinde, yoğurt ve diğer süt ürünlerinin elde olunmalarında 
THP,: Vit. B,, ve biyogaz üretiminde adı geçmektedir (Şekil: 38). 


2. Cins: Pediococcus : Tek, tetrad, çift ve hatta kısa zincirler halinde 
bulunan bu bakteri (Şekil: 59) biracılıkta "Sarsina Hastalığı"nm âmili o- 
larak önemli bir yeri vardır. 


3. Leuconostoc: Kok veya kısa çomak şeklinde olan bu bakteri (Şekil: 
60) heterofermantatiftir. Früktozdan mannit oluşturması ile tanınmıştır. 
Ayrıca kremanın ekşitilmesinde kullanılan karışık başlatıcı kültürde 9 10 
oranında Lewc. cifrovorum kullanılır. Bu bakterinin türleri olan Leuc. 
dextranicum ve Leuc. niesenteroides opolisakkarit oluşturması nedeniyle 
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dekstran üretiminde kullanılmaktadır. Fakat bu bakterinin bulaşması 
sonucu olarak şeker fabrikalarında ortaya çıkan "sünme" istenmeyen 
bir olaydır. 


Şekil: 58. S£. epfococcus sp. (Pelzcar'a göre) 


Şekil: 59. Pdeiococcus cerevisiae (Ogabi ve Pamir'e göre) 


Şekil: 60. Leuconostoc mesenteroides (Ogabi ve Pamir'e göre) 


G. Endospor oluşturan çomak ve kök bakterileri grubu. 


Bu gruptaki bakterilerin genel karakterleri küresel, oval veya silin- 


dirik endospor oluşturmaları ve bu endosporların merkezi, eksantrik veya 
Sporangiyum vejetatif hücreden farklılaşmamış 


Bu bakteriler hareketli veya haraketsiz olabilirler. 


terminal oluşudur. 
veya şişkinleşmiştir. 
Bu grubun yegâne familyası olan Bacillaceae familyasında çok sayıda 
teknikte kullanılan bakteri bulunmaktadır. Bunlar Bacillus (Şekil: 61) 


Sporolactobacillus ve Clostridium (Şekil o62) cinslerinde toplanmışlardır! 


1. Cins: Bacillus: Bu cinse ait türlerin adları amilolitik ve proteoli- 
tik enzimler ve invertaz, organik asitlerin, Vit. B,,'nin, polisakkarit- 
lerin, 2,3-bütandiyolün, gliserinin, L-izolösinin, nükleikasitlerin üretim- 
lerinde ve alkoloitlerin transformasyonlarında, Japonya'da üretilen 

Natto" adındaki bir besinin üretiminde, boza mikroflorasında geçmek- 


tedir. Ayrıca besinlerde çoğalarak toksin oluşturmaları da önemlidir. 


2. Cins: Sporolactobacillus: Bu cinsin bir türünün Siincilinus nov. 
sp. W 30 oranında karbonhidrat içeren bir besiyerinde © 100'lük bir 


laktik asit verimi göstermesi ilginçtir. 


3. Cins: Clostridium: Bu cinsin türleri de çok çeşitli endüstri kolla- 
rında kullanılmaktadır. Bunlardan aseton-bütanol ve bütirik asit üre- 
rleri başta gelmektedir. Bunlara ilâve olarak bu bakteri türlerinin 
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Şekil; 61. Bacillus cereus. Elipsoit ve merkezi spor içeren hücreler (Pelzcar'a göre) 


amilolitik ve proteolitik enzimlerin, hatta THP üretimindeki potansi- 
yelleri bilinmektedir (Şekil; 62). 


Şekil; 62. Clostridium botulinum. Oval, terminal ve subterminal spor içeren hücreler 


(Pelzcar'a göre) 


3.3. Küf mantarlarının sistematiği: Küf mantarlarının fungi içinde 
mütalaa edilmekle beraber mayadan ayrı olarak ele alınması âdet ol- 
muştur. Bunlar diğer dillerde de ingilizce "Molds" veya "Slime Molds", 
almanca "Schimmelpilze" ve fransızca "mildiou" terimleriyle ifade edi- 
lir. Teknikte kullanılan küf mantarları “Phycomyecetes, Ascomycetes ve 
Fungi Impertecti sınıflarına dahildir. Aşağıda bu sınıflara giren familya- 
larla, bu familyalara ait önemli cinsler tanıtılacaktır (Köşker, 1977; 
Alexopoulos, 1952; Skinner et al. 1945, Moore Landecker, 1972; Öner, 
1972). 


I. Sınıf Phycomycetes 


Mucoraceae familyası: Bu familyaya giren mantarlar organik mad- 
deler üzerinde saprofit ve az halde de parazit olarak yaşarlar. Hifler böl- 
mesiz, rizoit dallanmış veya dallanmamıştır. Fakat yaşlı hif ve sporon- 
giyofor bölmelidir. Eşeysiz sporlar sporangiyum içinde oluşur. Eşeyli 
çoğalma ise zoosporlarla olur. Teknikte kullanılan cinslere örnek ola- 
rak Mucor, Rhizopus, Thamnidium, Absidia, Circinella verilebilir. Aşa- 
gıda bu cinsler genel çizgileriyle tanıtılacaktır: 


1. Cins: Mucor: Mucorlarda sporongiyoforlar hifin her tarafında 
oluşabilir. Kolumella yuvarlak, silindirik veya armut şeklinde ve yarı 
küreseldir. Apofiz yoktur. Sporların üzerleri düzdür (Şekil: 63). 


Bu cinsin birçok türleri endüstride kullanılır. Örneğin M. rowxii 
amilaz üretiminde kullanıldığı gibi, M. piriformisde fazla miktarda 
sitrik asit meydana getirebilmektedir. M. javanicus ise kuvvetli alkol 
fermantasyonu yapabildiğinden (92 6) Cava'da "Arrak" adında bir al- 
kollü içkinin yapılmasında kullanılır. 


2. Cins: Rhizopus : Bu cins rizoit ve stolon oluşturur (Şekil: 64). Ri- 
zoit genellikle besiyeri içinde, stolon ise hava miselinden oluşur. Rizo- 
itler mantarın bulunduğu kabın cidarına, hatta kapağına tutunmasını 
sağlarlar. Dallanmamış sporangiyoforlar rizoitlerden yükselirler. Kolu- 
mella yarı küreseldir. Apofiz vardır. Sporlar köşelidirler. Bu cinsin bazı 
türleri, örneğin R. japonicus Uzak Doğu'da Sake içkisinin hazırlan- 
masında ve R. delemar ile beraber "amilo metodu isportuculuğu"nda, 
R. nigricans türü ise fümarik asit üretiminde kullanılır. 


3. Cins: 7hamnidium: Bu cins sporangiyum (kolumellalı) ve spo- 
rangiyola (kolumellasız)'ya sahip türleri içerir (Şekil: 65). Endüstride 
steroitlerin transformasyonunda kullanılır. 


wv 


Şekil: 63. Mucor mucedo 1. Sporangiyum: a) Sporangiyum cidarı, b) Kolumella, c) Sporlar, 2. 
Sporangiyum patladıktan sonra kolumella: b) Kolumella, d) Kolumella yakası. 3. Spor. 


Şekil: 64. Rhizopus nigricans: a) Spor, b) Çimlenmiş spor, c) Sporongiyospor d-f) Sporangiyum, 
g) Rizoit, h) Storon 
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Şekil: 65. Thamnidium a) Sporangiyum, b) Sporangiyola. 


4. Cins: Absidia : Bu cinste sporangiyoforlar ana stolondan çıkarlar 
(Şekil: 66). Kolumellaları yuvarlak veya armut biçimindedir. Absidia' 
da Thamnidium gibi endüstride steroitlerin transformasyonunda kul- 
lanılır. 


Şekil: 66. Absidia: Aşağıda Zigospor tutunuculu süspansorlar. Yukarıda sporangiyumlar ve 


rizoitler. 


Il. Sınıf: Ascomycetes 


Aspergillaceae familyası: Renkli veya renksiz miselyum bölmeli ve 
dallanmıştır. Eşeysel olmayan çoğalma tek hücreli konidilerle olur. 
Konidiler hava miselyumundan çıkan konidi taşıyıcıları üzerinde bu- 
lunan sterigma üzerinde oluşur. Sterigma ise metula denilen taşıyıcılar 
üzerinde bulunur. Taban hücreden yükselen konidiyoforlar bölmesiz 
olup, stefigmaları taşıyan şişkin bir kısımla son bulmaktadır. Konidiler 
zincir halinde dizilirler. Renkleri ve büyüklükleri çok değişiktir. Her 
türlü substrat üzerinde ve özellikle çürük meyveler, hububat, ekmek ve 
diğer besinler üzerinde yaşarlar. 
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1. Cins: Aspergillus: oAspergilluslarda dallanmamış konidiyoforlar 
vejetatif miselyumun diğer hücrelerinden daha büyük "T" şeklindeki 
hücrelerden çıkarlar (Şekil: 67). Bunların şişkin uç kısımlarına "vesi- 
cula" adı verilir. Vesicula üzerinde lobut şeklinde türe bağlı olarak bir 
veya iki sıra halinde sterigmalar ve onların üzerinde de konidi zincirleri 
bulunur Konidilerin biçimi ve büyüklüğü türe göre değişiklik gösterir. 
Renkleri yeşil, kahverengi ve siyah olabilir. 


Şekil: 67. Aspergillus niger (Akman'a göre) 


Bu cinsin pek çok türleri endüstride çeşitli amaçlarla kullanılır. 
Buna örnek olarak Asp. orysae'nin amilazca zengin olması nedeniyle 
Uzak Doğu'da nişastalı ham maddelerden alkollü içki üretiminde, 


76 


Asp. niger'in ise sitrik, glikonik ve oksalik asit gibi organik asitlerin 
üretiminde kullanıldığını gösterebiliriz. Ayrıca Asp. #lavus'un fındık, 
fıstık v.b. ürünler üzerinde gelişerek karsinojen madde olan "aftlatoksin" 
adında bir mikotoksin yapması bu cinse ayrı bir önem kazandırmak- 
tadır. 


2. Cins: Penicillium: Bu cinsde konidiler dallanmış hifin (metula) 
ucundaki 2 veya daha çok sayıdaki sterigma üzerinde tesbih di- 
zisi halinde oluşurlar. Bu nedenle görünüşleri bir fırçayı andırır 
(Şekil: 68). 


Şekil: 68. Penicillum glaucum (Akman'a göre) 


Bu cinse ait, özellikle crysogenum-serilerinden antibiyok üretilir. 
Bundan başka P. camenberti ve P. rogueforti gibi türleri bazı peynir- 
lerin üretiminde aroma oluşumunda rol oynarlar. Keza birçok türleri 
transformasyon ve diğer biyokimyasal amaçlar için kullandır. 


Necteriaceae familyası: Bu familyaya dahil olan cinslerin bazıların- 
da stroma bulunur, bazılarında ise stroma bulunmaz. Her iki cinste de 
peritesyumlar substrata batık değildir; substratın üzerinde oluşurlar. 
Renkleri açıktır. 


7 


1. Cins: Gibberella: Bu cins mantarın türleri tahıl ve diğer bitki- 
lerde hastalık meydana getirir. Bunlardan mısırlarda hastalık yapan G. 
Jujikuroi (Fungi-lmperfecti formunun adı Fusarium moniliforme) türün- 
den gibberellin A, A, ve A, elde olunur. Bu madde bir bitki hormonunun 
yaptığı işi yapar. Arpada uyku devresini (dormancy) kaldırır. Düşük 
kaliteli arpalar bu maddeyle muamele edilirse diyastatik kuvveti 
yüksek bir malt elde edilir. 


2. Cins: Caviceps: Gibberela gibi Ascomycetes'in alt sınıfı olan 
Pyrenomycetales'e ait olan bu mantar askosporlarıyla hububatgillerin, 
örneğin çavdarın çiçeklerini enfekte ederek miseli ovaryumda gelişir 
ve tane içerisini tamamen doldurur. Kirli beyaz, içerisinde boşluklar 
bulunan bir misel dokusu çok sayıda konidi oluşturur. Aynı zaman- 
da böyle taneler şekerli bir sıvı da çıkardıklarından böcekleri çekerler 
ve böylece mantarın diğer bitkilere yayılmasını sağlarlar. Misel daha 
sonra siklerosyum (sclerotium) oluşturur. Bu sağlam yapılı hif doku- 
sundan oluşmuş ve mahmuzu andıran siklerosyum başaktan dışarı 
doğru çıkar. Bundan dolayı buna "Çavdar Mahmuzu" denilmektedir. 
Bu hekimlikte kullanılan "ergotamin", "ergobasin" v.b. alkoloitlerin 
üretiminde kullandır. Başlıca doğumda kullanılan bu alkoloitler sem- 
patik sinir sistemine etkilidir. Ayrıca migrene karşı kullanılabildiği 
gibi, kan basıncını da düşürür. Bu alkoloitlerin üretiminde C. purpurea 
türü en başta gelir. Çavdar mahmuzlu tanelerle karışmış tahıldan ya- 
pılan unların insanlar tarafından kullanılması, alkoloit damarları 
daralttığından, ölümle sonuçlanabilir. 


Sclerotiniaceae familyası: Bu familyaya dahil olan cinslerin çoğun- 
luğu parazittir. Konukçu bitki üzerinde stroma veya siklerosya (scle- 
rotia) meydana getirirler. Tek hücreli askosporlar oval veya ovoit 
şekildedir. Renkleri genellikle açıktır. 


1. Cins: Selerofinia: Fungi Imperfecti formu Botrytis olan bu cinste 
miselyum grimsi veya kirli sarı renktedir; dallanmış ve çok hücrelidir. 
Dallanma dik açılarla olur. Uçlar topuz şeklinde şişmiş ve üzerinde 
sayısız sterigmalar ve bunların üzerinde küre veya armut şeklinde 
konidiler dizilmiştir (Şekil: 69). Konidi taşıyıcıları yak. I mm yük- 
sekliğindedir. 


Doğada tatlı meyveler ve çürümüş bitki kısımları üzerinde yaygın 
olarak bulunur. Bira endüstrisinde kullanılan malt yapımında özellikle 
kampanyanın sonlarına doğru arız olur. Bu fungus şaraplık üzümlerin 
olgunlaşmasında, daha doğrusu bu üzümlerden yapılan şaraplara özel- 
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Şekil: 69 Botrytis cinerea 


lik kazandırdığından dolayı önem kazanır. Bu B. cinerra türüdür. 
Czyzyeki (1956)'ye göre Bu fungus pektolitik, proteolitik, amilolitik 
enzimlere ve ilâve olarak oksidaza ve esteraza sahiptir. Şarapta gliserin 
2,3-butilenglikol, asetik ve kehrüba asitlerin ve bunların esterlerinin ve 
nihayet nikotinik asit amit miktarlarının artmasına neden olur. Buna 
"Asilküf" dendir. 


4. Cins: Chaefomium : Bu cinsin türleri kısa boyunlu ve düz, dallan- 
mış veya bukleli uzun koyu renkli, sağlam hiflerle kaplanmış periteslere 
sahiptir. Başlıca sellülozlu maddeler üzerinde bulunur ve özellikle 
kâğıt üzerinde gelişirler. Sellülaz içerdiklerinden sellülozlu atıklar- 
dan THP üretiminde söz konusudurlar. 


III. Sınıf Fungi Imperfecti (Deuteromycetes) 


Deutoromycetes sınıfı içinde bazı familyalar ve onların cinslerinden 
birçoğunun eşeyli çoğalma evreleri bilindiğinden yukarıda anlatılan 
Ascomycetes sınıfında mütalaa edilirler. Örneğin Aspergillus ve Penicil- 
lium cinslerinin dahil edildiği Monilliaceae familyası gibi. Bazı familya 
ve cinsler de eşeyli evreleri henüz bulunamamış olmasına rağmen mayaya 
benzerlikleri dolayısıyla bu kitapta Crypfococcaceae familyası adı altın- 
da mayalar içinde ele alınmışlardır. Bu bakımdan yukarıda açıklanan 
familyalar burada incelenmeyecektir. 


Dematicacae familyası: Bu familyaya dahil cinslerin çoğu sapro- 
fittir. Konidiyofor ve konidiyum şekilleri Moniliaceae familyasındakilere 
benzerse de, miselyum ve konidiyoforlar koyu renklidirler. Bazı tür- 
lerde konidiyumlar da koyu renklidir. 
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1. Cins: Cadosporium: Bu cinste konidiyoforlar koyu renkte ve 
bölmelidir; tepe kısımlarında dallanır (Şekil: 70). Konidi şekilleri oval- 
den silindire kadar değişir. Bazen limon şekli gösterirler. Bir veya iki 
hücreli ve koyu renklidirler. 


Şekil: 70. Cladosporum cellare (Akman'a göre) 


Malt ve şerbetçiotu üzerinde sık rastlanır. Şarap mahzenleri duvar- 
larında esmer, örümcek ağı şeklinde gelişir. Alkol, ester ve uçucu asit 
buharlarını assimile eder. Şarap için tehlike oluşturmaz. Fakat şırada 
bulanıklık yapabilir. Kaldı ki "Mahzen Küfü" adı verilen bu fun- 
gus mahzen havasım temizlediğinden ve rutubeti ayarladığından, 
faydalıdır. 


* 2. Cins: Affemaria: Bu cinsin konidiyoforları dallanmamış ince 
uzun veya kısadır. Konidiyofor üzerinde dallanmamış ve dallanmış 
konidi zincirleri oluşur. 


Konidiler şekil bakımından eliptikten ovoite kadar değişen farklılık 
gösterirler ve sıklıkla zincirler oluştururlar (Şekil: 71). Ağfernaria türleri 
fermantasyon endüstirisinde transformasyonlarda ve özellikle invertaz 
ve proteolitik enzimlerin üretiminde söz konusu olurlar. 
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Şekil: 71. Affernaria sp. (Alexopoulos'a göre) 


3. Cins: Helminthosporium: oBu cinsi mantarın miselyumunun 
rengi açıktan koyu renge kadar değişir. Dallı veya dalsız olan 
konidiyoforları bölmeli, kısa veya uzun olabilir (Şekil: 72). Uçlarında 
konidiler meydana gelir. Konidiler silindirik veya elipsoit bir şekilde 
olup en az 3 hücrelidir; uçları küt ve hafif kıvrıktır. 


Şekil: 72. Helminthosporium sesanum (Öner'e göre) 


Bu mantar endüstride belirli koşullar altında antitümör bir madde 
olan 3-amino-3-desoksiadenozin oluşturmasıyla belirlenir. Keza H. se- 
sanum pp-2-7 susu pektin esteraz üretiminde söz konusu olabilen man- 


tarlardan biridir. 


4. Cins: Trichoderma: Konidiyoforlar renksiz, dik, çok dallanmış, 
her bir dal şişe biçiminde bir "phialid" ile son bulur ve bunun 
ucunda da konidi oluşur; "phialid"ler tek veya gruplar halindedir; 
konidiler renksiz, I-hücreli, ovoit; hızlı gelişmeleriyle ve yeşil lekeler 
veya yastıklarla kolaylıkla tanınırlar. Çoğunlukla toprakta veya ağaç- 
lar üzerinde saprofit, bazı türleri diğer mantarlar üzerinde beraber 
yaşar. Bu cinsin özellikle 7. viride türü teknikte (Şekil: 73) sellülaz 
üretiminde en uygun mikroorganizma olarak bilinmektedir. 
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Şekil: 73. Trichoderma. A.B. Fazla Dallanmış konidiyoforlar (Barnett'e göre). 


5. Cins: Sporofrichum 


Konidiyoforlar renksiz, çok kez dallanmış, spor meydana getiren 
kısım, uca yakın konidiler renksiz, tek hücreli küresel veya ovoit, uçta 
veya yanlarda dizilmiş; (Şekil: 74) toprakta saprofit, yüksek bitkiler 


Şekil: 74. Sporotrichum. A. Tam dallanmış konidiyofor dalları ve konidiler (Barnett'e göre). 
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üzerinde parazit veya hayvanlar üzerinde patojen Sporotrichum 
pulverulentum. lignin dahil odunun bütün komponentlerini parçalaya- 
bilir. Bununla beraber sellülazsız mütantları da elde olunmuştur 


3.4. Alglerin sistematiği: 


Alglerin sınıflandırılmasında botanistler şu esasları dikkate almış- 
lardır (Pelzcar ve Reid, 1958): Çoğalma, hücrede sentezi yapılan ve depo 
edilen maddelerin çeşidi, kromatoforlardaki renk maddelerinin doğası. 


Pelzcar ve Reid (1958) bu esaslardan haraketle algleri Cyanophyta, 
Euglenophyta, Chlorophyta, Chrysophyta, Pyrrophyta, Pheamophytea ve 
Rhodophyta olmak üzere 7 grup altında toplamışlardır. 


Kochova-Kratochvilova (1981) ise Rhodophyta, Heterokontophyta, 
Haptophyta, oKustigmatophyta, Crytophyta, Dinophyta ve Chlorophyta 
ve Prototheca (Renksiz algler) olmak üzere 8 grup oluşturmuş, Pelzcar 
ve Reid (1958)'in Cyanophyfa grubunu Cyanobacteria (mavi-yeşil algler) 
adıyla bakteri sistematiğine almıştır. 


Yukarıda verilen iki ayrı sistematikte ayrı mikroorganizma siste- 
matiklerine alındığı görülen Chlorophyta ve Cyanobacteria (—Cyanophy- 
fa) grupları endüstriyel amaçla yetiştirilen veya denenen algleri içermeleri 
dolayısıyla aşağıda ele alınmışlardır: 


Chlorophyta grubu: Bu gruba klorofil a ve b içeren algler girerler. 
Bunlar klorofilden başka karotenoit benzeri maddeler de yaparlar. Depo 
maddesi nişastadır. Bazı araştırmacılar hem klorofil hem de nişasta depo 
etmeleri nedeniyle bu algleri diğer yeşil bitkilerin ahfadı olarak görür- 
ler. Bu grup algler 3 alt gruba ayrılırlar: Chlorophytina, Bryophitina ve 
Tracheophytina. Bir alt grup olan Chlorophytina'nın bir sınıfı olan Chlo- 
rophyceae sınıfı teknikte kullanılan önemli algleri içermesi nedeniyle 
ayrıca üzerinde durulmaya değer görülmüştür. 


Chlorophyceae (Yeşil algler) sınıfı: Bu sınıfa giren alglerin protoplast- 
lan iki değişik tip gösterir. Bu sınıfın ilkel olanlarında sitoplazma küçük 
vakuoller içerir. Daha gelişmiş tipinde ise, yeşil bitkiler gibi, hücrenin 
merkezinde büyük vakuol bulunur. Kloroplast hemen bütün türlerde 
mevcuttur. Bazı algler nişasta içeren özel plastitler (lökoplast) içerirler. 
Böyle alglerde kloroplastlar klorofil içermezler. 


Hareketli türlerde haraketlilik çoğunlukla birbirine eşit iki kirpik- 
çikle sağlanır. İpliksi sporların 4 kirpikciği vardır. 
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Yeşil algler vejetatif olarak bölünmeyle veya "devam" sporlarıyla 
çoğalırlar. Zoosporlar da eşeysiz üreme organlarındandır. Sporogiyumda 
1, 2, 4, 8. 16 ve daha fazla zoospor oluşur. Bundan başka kirpikçiği ol- 
mayan ve ana hücreden farksız, eşeysiz sporlar (aplanospor) da vardır. 
Eşeyli çoğalma şekli hem izogamik hem de anizogamik olabilir. 


Bu sınıf içerisinde yaklaşık 350 cins ve 5000-8000 arasında tür bu- 
lunur. Büyük çoğunluğu tatlı sularda, ancak © 10 kadarı deniz suların- 
da, bazı türleri ise karada yaşar. Bütün bu algler organik karbon ve azot 
kaynaklarını kullanabilirler. Bazdan bu algleri 6, bazıları ise ll takım 
içerisinde incelerler. Bunların içinden teknikte kullanılanların dahil 
oldukları takımlar ve cinsler aşağıda tanıtılmıştır: 


Volvocales takımı: Yeşil alglerin en ilkelleri bu takıma dahildirler. 
Tatlı sularda yaşarlar. Denizlerde yaşayan pek az türü vardır. Hareket- 
sizdirler ve 2, 4 veya 8 adet birbirine eşit uzunlukta kirpikçikleri bulu- 
nur. 


1. Cins: Chlamydomonas: Bu cins yuvarlak, oval veya silindirik 
şekilde ve tek hücrelidir (Şekil; 75). Hücreler genellikle 5-20 & uzun- 
luğundadır. Her çeşit su ortamında rastlanır. i 


Şekil: 75. Chlamydomonas hücreleri (Atay'a göre) 


2. Cins: Chlorella: Bu cins 2-15 yg büyüklüğünde, oval veya yuvar- 
lak şekildedir (Şekil: 76). Chlorella sporangiyumu içinde hareketsiz 
2-4' "antospor" oluşturur. Gübre karışan sularda bulunur. 
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Şekil; 76. Chlorella hücreleri (Atay'a göre) 


3. Cins: Scenedesmus : Bu cins 2-4, hatta 8 adet hücrenin bir araya 
gelmesinden oluşan, yassı, mekik şeklinde bir kolonidir (Şekil: 77). Ba- 
zılarının koloni köşelerinde dikenleri vardır. Tatlı sularda yaygın ola- 
rak bulunur. Her hücre 2,4 veya 8 adet yavru hücre yaparak yeni ko- 
lonileri oluşturur. 


Şekil: 77. Scenedesmus hücreleri (Ataya göre) 


Cyanophyta (Mavi-yeşil algler) grubu: Bu gruba giren algler meta- 
bolizma ve yapı bakımından bakterilere oldukça benzerlik gösterirler. 
Hücreler mavi-yeşil veya viyole, hatta bazen kırmızı veya yeşildir. 
Yalnız klorofila'yı içerirler; klorofil b yoktur. Fotosentez yapan pig- 
mentler proteinle işbirliği halinde "thyllacoid" denilen stürktürlere 
bağlanmıştır. Bu strüktürler hücrenin stoplazması içinde dağılmış 
vaziyettedirler. Bu durum Chlorophytada farklı olarak kloroplastlar 
içindedir. 
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DNA bakterilerde olduğu gibi, protoplastın merkezinde bulu- 
nur. Keza mitokondrin, "Golgi apparatus", endoplazma retikulu- 
mu ve vakuol içermezler. Nişasta bunlarda da depo maddesi- 
dir. Tek hücreli serbest veya jelatinimsi bir tabakayla bir araya ge- 
tirilerek koloni veya flamentler halinde yaşarlar. Çoğalma hücre bölün- 
mesiyle veya sporlarla olur. Seksüel çoğalmaya rastlanmamıştır. Hücre 
küresel, eliptik, silindirik, ovoit, hilâl veya çomak şekillerinde olabilir. 
Bir türün bütün hücreleri aynı büyüklüktedir. Hemen bütün hücrelerin 
çevresi polisakkarit yapıda bir mükozayla kaplıdır.  Cyanophyta'ya ait 
hücre şekilleri Şekil: 78'da görülmektedir. 


Şekil: 78 Cyanophyta'a ait çeşitli hücre şekilleri (a,b,c,d. evet). Endospor oluşumu (g,h ve i) 
(Kakova-Kratochvilova'ya göre) 


Cyanophyta grubu içinde bugüne değin teknikte denendiği haber 
verilen Anabaena cinsi Nosfacales takımına dahildir. Bu alglerin pek 
çoğu balık ve su kuşlarının, dolaylı olarak da insanların besinlerini 
oluştururlar. Bazı türleri ise toksinler yaptıklarından tehlikelidirler. 
Deniz suyunda ve tatlı suda yaşayanlar suyun kalitesine karşı hassasiyet 
gösterdiklerinden dolayı su hakkında bilgi edinmemize yardım ederler. 
Bazı türler çok nemli topraklarda derinliğine bir gelişme göstererek azot 
fikse eden toprak organizmalarının yaşamlarını etkilerler (Kokova-Kra- 
tochvilova, 1981). 
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3.5. Teknikte kullanılan şapkalı mantarların sistematiği: 


Ticari amaçla yetiştirilen şapkalı mantarların dahil oldukları famil- 
yalar Ascomycefes ve Basidiomycetes sınıfına aittirler. 


Ticarette en çok üretilen şapkalı mantar cinsi olan Morchella Dil. 
ex Fr. Pezizales takımının Helvellaceae familyasında; Tuber Mich. 
ex Fr. ise Tuberales takımından Tuberaceae familyasında; oAgaricus 
L. ex Fr. Agaricaceae familyasında bulunur. Aşağıda bu familyalar 
tanıtılmıştır; 


Helvellaceae familyası: Bu familyaya dahil cinslerin askokarpları 


(ascocarp) küresel, cam, semer, veya beyin biçimindedir. Genellikle 
etli ve büyüktür. 


I. Sınıf : Ascomycetes 


1. Cins: Morchella : Şekil: 79'da görüldüğü gibi, sünger manzarasın- 
da bir şapka ve kalın bir sapa sahiptir. Kirli gri, beyaz veya bunlar 
arasında değişen renkte askokarpları vardır. Bununla beraber mantar 
yaşlandıkça renk değişmektedir. Büyüklükleri 2.5-15 cm arasında 
bulunmaktadır. Bu cinse ait ve ticari bir değeri olan türler M. 
hortensis M. esculenta ve M. crassipes'dir. 


Tuberaceae familyası: Bu familyaya dahil cinslerin askokarpları 
toprak altında bulunur. Olgunlaştıkları zaman açılmazlar. Spor dağılımı 
daha ziyade bunları yiyen hayvanlar aracılığıyla olur. 


Şekil: 79, Morchella (Krieger'e göre) 
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1. Cins: Tuber: Şekil: 80'de çeşitli türleri görülen bu şapkalı 
mantar toprak altında bulunur. Peridyum (peridium) siğilli veya 
düz; tabanı kapalı veya az açık; asklar küresel veya ovoit; 1-5 


Şekil; 80. Tuber-türleri: 1) 7. aestivum, 2) T, brumale, 3) T. magnatum (Ainsworth'a göre) 


adet, ekseriya 6—8 spor içerir. Sporlar elipsoit veya küresel, renkli, 
üzeri ya siğilli veya dikenli, yahut petek-çukurcuklu; genellikle 
kokulu. Bu cinse ait 7. agestiivum, T, brumale ve T. melanosprum 
ticari önemi haiz olan türlerdir. 


II. Sınıf Basidiomycetes 


Agacicaceae familyası: Bu familyaya dahil cinslerde bazidiyumlar 
lameller üzerindedir. Bazidiyokarp (basidiocarp)'ları etli veya bazen 
kıkırdağımsı ve genellikle saplı ve himenyumla örtülü lameller lamel 
taşıyıcısı (pillus)'nın alt tarafındadır. Genç bazidiyokarp bir "genel 
zar" (universal veil) ile kaplıdır. Bu zar lamel taşıyıcısının gelişmesiyle 
yırtılır, fakat bazen sap taban nın çevresinde, Amanita'da ise olgun la- 
mel taşıyıcısının üst yüzeyinde bir parçası görülür. Himenyum (hyme- 
nium) ilk önceleri zarın bir parçasıyla kaplıysa da, daha sonra Corfi- 
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narius'da olduğu gibi, bir lamel örtüsü (cortina) veya Agaricus ve Ama- 
reita'da olduğu gibi olgun sapın çevresinde bir halka (annulus) olarak 
görülür. Basidiyosporlar tek hücreli, renksiz veya renklidirler. 


1. Cins Agaricus (Psalliota) : Spor üzeri düz; ovoit; yeşil-kırmızı 
çimlenme deliği yok veya tamamlanmamış ve belirli değil; halka mev- 
cut, zar gibi, yumağımsı, tek veya çift, çift olduğu zaman ikisi birleş- 
miş haldedir. Bazı türlerde de alttaki halka sapın tabanına yakın 
bulunduğundan bir volva görünüşünü verir. Ama gerçekte hiçbir 
türünde volva yoktur. (Şekil 28): Çayır Mantarı (Meadow Mushroom) 
bu cinse ait bir tür olup diğer türleriyle beraber hepsi de yenilebilir. 
Ancak şekil bakımından bunlara benzeyen, fakat ormanlarda yeti- 
şen zehirli oAAmanifa'larla (Şekil: 28) karıştırmamak gerekir. (Bkz.; 
Sayfa 40) 


Bu cinse ait ticari türlerin sayısı oldukça fazladır. Bunlar 4. bispo- 
us, A. blazci, A. campesiris ve A. hortensis türleridir 
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4. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
BİLEŞİMLERİ 


4.1. Mayaların bileşimi: Mayanın bileşiminin iyi bilinmesi organiz- 
manın gereksindiği besin maddelerinin ve biyokitle olarak beslenmedeki 
yerinin tayininde önemli bir rol oynar. Mayada, bitkiler evreninde 
olduğu gibi, başlıca su, azotlu maddeler, karbonhidratlar, anorganik 
tuzlar, yağ ve yağ benzeri maddeler, enzimler ve vitaminler bulun- 
maktadır. 


Genel olarak taze mayanın ortalama &© 75 kadarı su ve & 25 ka- 
darı (99 20-30) kuru maddeden ibarettir. Kuru maddenin de yaklaşık 
96 45-60 hamprotein, 9 25-35'i karbonhidrat, 9 6-9'u madensel, 
9 1-7'si yağ veya benzeri maddelerden ibarettir. 


Mayanın bileşimindeki maddeler genel çizgileriyle yukarıdaki mik- 
tarda olmakla beraber, bu miktarlar mayadan mayaya ve beslenme ko- 
şullarına göre değişir. 


4.1.1. Azotlu maddeler: Mayadaki azotlu maddelerin 96 90 kısmını 
proteinler ve geri kalan kısmını da küçük moleküllü azotlu maddeler 
oluşturur. Son zamanlarda saf olarak elde edilen maya proteini başlıca 
iki kısımdan ibarettir: Simokazein ve Serevizin. Mayada Simokazcin: 
Serevizin oranı yak. 9 70: & 30.'dur. Simokazein tipik bir fosfoproteit 
olup saf halde hayvansal kazeine büyük bir benzerlik göstermektedir. 
Hidroliz ile Tablo 3'deki yapıtaşlarına, yani aminoasitlerine ayrılır. 


Serevizin ise tipik bir albümin olup her bakımdan hayvansal ve 
bitkisel albüminle aynıdır. Hidroliz sonucunda Tablo 4'deki yapı taş- 
larına ayrılır. 


Mayada bulunan azotlu maddelerden birisi de aminoasittir. Bunlar 
mayada serbest ve bağlı halde bulunurlar. Serbest: bağlı aninoasit oranı 
5 amino asit ile yapılan bir araştırmada 1:3 bulunmuştur. Temel olmayan 
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Tablo 3. Simokazcini oluşturan aminoasitler 


Aminoasitler Genel azotlu maddelere göre 
Ka 
Glikol 7.37 
Alanin 172 
Valin 
Lösin 3.18 
Fenilalanin 0.87 
Tirosin 2.37 
Sistin 0.74 
Prolin 4.18 
Glütamin 19.50 
Triptofan 1.48 
Arginin 8.39 
Lisin 11.45 
Histidin 3.53 
Amonyak-N 9.26 
Melamin-N 2:23 
Pürin bazları-N 0.60 


Tablo 4. Serevizini oluşturan aminoasitler 


Aminoasitler Genel azotlu maddelere göre 
z 

Lisin 12.76 

Arginin-N 10.68 

Histidin-N 2.15 

Sistin-N 1.14 

Amonyak-N 5.84 

Melamin-N 1.20 


amino asitlerin miktarı kültür koşullarına göre değiştiği halde, temel 
olanlar nisbeten bu koşullara tâbi değildir. Ancak bunlar mayanın gene- 
tik yapısıyla ilgilidir. Bu nedenle mayada bulunan amino asitlerinin çeşit 
ve miktarları mayadan mayaya değişmektedir. Bu durum Tablo 5,de 
açıkça görülmektedir. 


Maya azotlu maddelerinden nükleoprotein (çekirdek proteini), gen 
materyalinin bileşiminde bulunması yanında, insan beslenmesinde ma- 
yanın kullanılması açısından da önemli bir maddedir. Bilindiği gibi nük- 
leoprotein protein ve nükleik asitlerden oluşmuştur. Sonuncu öğe nük- 
leoprotoitin prostetik grubudur. Yüksek moleküllü olan nükleik asitler 
(polinükleik asitler) zayıf bir hidrolizasyona tâbi tutulurlarsa kendini 
oluşturan | molekül fosforik asit, pentoz ve pirimidin veya pürin 
tabanlarına ayrışır. (o Mayanın insan beselenmesinde kullanılması 
halinde bu nükleik asitlerin pürin tabanları olan guanin ve ade- 
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Tablo 5. Çeşitli mayaların bileşimlerinde bulunan toplam (serbest ve bağlı) amino asitler (2 K.M.) 


Ss 8 2 z 

z B 8 SEE 3 i Ss 

aldala adi a lâdlişila 

N v Ç a » Ke 

AMİNO Asir ($3 ŞE | 8 | İĞESP AN EB ĞEEİE 
Alanin 2.5 1.9 1.9 14 19 2.7 — 3 
Argının 21 1.9 2.1 1.5 2.0 3.0 3.7 2.4 
Aspartik asit 5.2 3.8 6.0 4.2 5.7 6.8 — m 
Sistin 0.04 0.05 — — — 0.08 22 
Glütamik asit 4.7 6.0 5.0 4.5 6.5 6.4 Pi & 
Glisin 2.0 2.4 2.1 17 2.1 2.6 - > 
Histidin 0.7 0.7 0.9 0.6 1.0 1.0 2.0 2.7 
İzlösin 1.8 2.5 2.2 1.9 2.0 2.1 2.1 2.5 
Losin 3.0 3.7 3:3 2.8 3.3 3.7 3.3 3.8 
Lisin 3.3 3.6 3.7 2 3.7 4.5 3.0 3.1 
Metiyonin 0.3 0.4 0.8 0.6 0.5 0.6 0.5 0.6 
Fenilalanin 1.6 2.0 2.0 1.5 1.8 Zal 17 2.1 
Prolin 17 1.9 17 1.2 17 2.1 22 — 
Serin 12 12 12 0.8 1.3 1.3 — pa 
Treonin 1.9 2.1 2.3 17 2.1 2.1 1.8 2.4 
Triptofan 0.5 0.5 0.5 0.4 0.5 0.6 0.4 0.6 
Tirosin 1.4 1.9 1.8 1.3 17 1.8 pa Za 
Valine 2.4 2.8 2.7 2.1 2.5 2.9 2.5 2.8 
Toplam N 6.81 6.88 7.45 5.57 7423 8.76 8.95 8.94 


ID) ON kaynağı olarak nitrat 2) N kaynağı olarak amonyak 


nin metabolizma sırasında ürik aside dönüşürler. Ürik asidin çözünür- 
lüğü sınırlı olduğundan, dokularda ve eklemlerde üreat çökeltisi artar, 
böbrek ve mesanede taşlar oluşabilir. Maya tek hücre proteini (THP)'n- 
de nükleik asit miktarı (RNA ve DNA) & 6-12 (ort. 10) arasında değiş- 
mektedir. Bu oran bakteride 9 8-16, küf mantarlarında ise en fazla 
96 10 saptanmıştır. Bu nedenle mayanın doğrudan insan beslenmesinde 
kullanılması sınırlı olmakta ve bazı araştırmacılar sağlıklı bir insanın 
günde 2 g nükleik asitten (29 15-18 protein içeren 30 g mayaya karşıt) 
fazla almasına karşı çıkmaktadırlar. Ancak maya nükleik asit mikta- 
rının uygulanan bazı yöntemlerle © 1-1,5'a düşürülebileceğini burada 
belirtmeliyiz. 


Mayada bulunan peptitlerden glütatiyon gerek hücre metaboliz- 
masında gerekse tıptaki farmakolojik önemi dolayısıyla birçok araş- 
tırmalara konu olmuştur. Glutatiyon glütamin asit, sistein ve glisinden 
ibaret bir tripeptittir. Hücre metabolizmasında solunum olaylarına iş- 
tirak eder, redokspotensiyeli ayarlar ve hücre zehirlerinin bertaraf edil- 
mesinde rol oynar. Farmakolojik önemi ise glütatiyonun radyasyonun 
etkisini azaltması ve arsenik zehirlenmelerinde kullanılmasından ileri 
gelmektedir. 
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4.1.2. Karbonhidratlar; Mayanın bileşiminde bulunan karbonhid- 
ratlar Mândi (1969)'e göre trehaloz, glikojen, mannan ve glükandan 
ibarettir. Trehaloz ve glikojen yedek besin maddesi, glükan ve mannan ise 
hücre duvarının yapı maddesi olarak iş görürler. Trehaloz |,I-glikozit 
bağlantısıyla bağlanmış 2 molekül glikozdan meydana gelmiştir. Ekmek 
mayasında bulunduğu halde bira mayasında iz miktarlarda rastlan- 
mıştır. 


Sitoplazmada bulunan ve yedek besin maddesi görevi yapan kar- 
bonhidratlardan en önemlisi glikojendir. Glikojen bir polisakkarit olup 
kimyasal bakımdan nişastadan hemen hemen farksızdır. Glikoz mole- 
külleri arasındaki bağlantı 1, 4- ve 1,6-glikozit biçimindedir. Asitle 
olan hidrolizinde yalnız glikoz meydana gelir ve çok az miktarda fosforik 
asit içerir. Diğer taraftan nişasta iyotla koyu ve temiz mavi renk verdiği 
halde, glikojen kırmızı esmer bir renk verir. 


Glikojen saf halinde beyaz bir tozdan ibaret olup bileşimi (C,H ,,O.,), 
dir. Glikojen doğada fazla yaygın olup başlıca hayvansal hücrelerde ve 
özellikle karaciğer ve adelelerde bulunur. Bundan dolayıdır ki, glikojene 
"Hayvansal Nişasta" denir. 


Bitkiler evreninde ise yalnız mayalarda, küflerde, bakterilerde ve 
aynı zamanda alglerde vardır. 


Mayada glikojen miktarı çok değişir ve hücrenin beslenme durumuna 
ve şartlarına göre oynaklık gösterir. Sağlıklı olan ve yaşlı olmayan ma- 
yalarda glikojen miktarı, kuru maddede olmak üzere, © 17-25 kadardır. 
Bununla beraber glikojen kültür mayaları arasında en çok bira mayala- 
rında bulunur. Buna karşılık fabrikasyon tekniği icabı olarak ve ortam- 
da şeker buldukları ve sürekli olarak havalandırıldıktan için ekmek ma- 
larında glikojen pek azdır. Çünkü bu koşullar altında maya yedek besin 
maddesi yapmağa fazla olanak bulamaz. 


Maya yedek besin maddesi olan glikojeni fermantasyon sırasında 
bünyesinde toplar ve dinlenme evresinde bu yedek besin maddesiyle 
geçinir. Fermantasyonun ilk saatlerinde omayadaki glikojen miktarı 
azalırsa da, bilhassa fermantasyonun son evresinde tekrar yükselir. İlk 
zamanlarda azalmasının nedeni glikojenden yağ yapılmasından ileri 
gelir. Fermantasyonun bitmesiyle dinlenme evresine giren maya vücu- 
dundaki glikojeni yavaş yavaş sarfeder. Yaşlı ve özellikle aç mayalarda 
(Şekil: 81) glikojen tamamiyle harcanmış bulunur. 
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Er 


Şekil: 81. Koyu renkli hücreler (Lugol eriyiğiyle boyanmış) glikojen içermiyorlar. 
(Hlavacek'e göre) 


Dinlenme evresinde maya kendi enzimleri vasıtasiyle glikojeni şe- 
mada görüldüğü gibi (Şekil: 83) parçalayarak fermantasyona uğrayabi- 
len glikoz haline getirir. Maya bu glikozu fermantasyona uğratır ve 
böylece muhtaç olduğu enerjiyi sağlayarak yaşamını bir süre daha 
devam ettirir. 


MANNAN GLIKSİJEN © GLURAN 


f i ti Glukoz) -«—-tâ, çi 
, vx / 

7 . Glukoz 
id ie 16 —Giükemtlye- 167 ' 
! ; & : ' 
l 
*-16-Manrozi. fr be-k Glukoz 

0 mele 

-met6-Mannoz.), «-k4-Giukoz 
ı 
t 
r 


ş 4 
GP : eni adi 


j asp arp 
Embden - Meyerhot # Yolu 
Şekil; 83 Maya glikojeninin, mannanının ve glikanının parçalanma ve oluş şeması. I. Glikoz- 


kinaz; 2. Fosfoglükozizomeraz; 3. Fosfoglükomutaz; 4. Heksoz epimeraz; 5. UDPG-pirofosfo- 
rilaz; 6. Glikojen-alfa-4-glükoziltransferaz; 7. Fosforilaz; 8. a-Transglükozidaz (Mândl'e göre). 
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Mayanın azotlu maddeleriyle glikojen miktarı arasında bir ilişki 
bulunduğu saptanmış ve bu ilişkinin ters orantılı olduğu görülmüştür. 
Yani azotça zengin olan hücrelerde glikojen az, azotça fakir olanlarda 
ise glikojen fazladır. Diğer taraftan ortamda şekerin fazla, ısının 
yüksek ve havanın az bulunduğu hallerde glikojen en yüksek düzeyi 
bulur. 


Diğer bir karbonhidrat da mannandır (Maya Kauçuğu). Bu polisak- 
karitin hidrolizinden 300-400 molekül mannoz (9 95) ve az miktarda 
da glikoz fosfat, glikozamin (kitin), iz miktarda protein ve amino 
asit meydana gelir. Mayanın dinlenme ve açlık evrelerinde glikojenin 
aksine olarak harcanmaz; miktarı sabit kalır. Glükana gelince, ekserisi 
1,3-glikozit bağlantısıyla bağlanmış ortalama 9 glikozdan meydana gel- 
miştir. Glikozların 92 10 kadarı ise 1,2-ve 1,6-glikozit bağlantısı gösterir- 
ler. 


4.1.3. Madensel maddeler (Kül): Mayanın madensel maddeleri, di- 
ger maddeleri gibi, mayanın türüne, yetişine koşullarına ve mayanın 
fizyolojik durumuna göre büyük değişiklik gösterir. Besiyerinden ayrıl- 
mış ve temizlenmiş bira mayasında kül miktarı kuru madde üzerinden 
çoklukla © 6-9 arasında olmakla beraber © 5-11 arasında değişebilir. 
Bununla beraber çeşitli araştırmacılar Torula mayalarında & 12.4, 
hatta sülfit sıvısında yetiştirilen bir mayada & 15 gibi, bundan daha 
yüksek rakamlar bildirmişlerdir (Pamir, et al., 1967). 


Külde bulunan anorganik maddelerin en büyük kısmını fosfor oluş- 
turur. Çok defa külün © 50'sinden fazlası bu elementten ibaret- 
tir. İkinci olarak potasyum gelir. Buna karşılık sodyum pek azdır. Diğer 
taraftan önemli miktarda magezyum bulunur. Kalsiyum ise orta dere- 
cededir. 


Buna göre maya hücresinde bulunan maddeler miktar bakımından 
P, K, Mg, Ca, Na olarak sıralanmaktadır. Ancak, bu, gelişme ve ferman- 
tasyon faaliyetleri için mayanın madensel maddelere bu sıralamaya göre 
gereksinmesi olduğunu göstermez. Gerçekten Fujitani (1961) Sake maya- 
larıyla yaptığı bir araştırmada mayanın çoğalma ve fermantasyon esna- 
sında K,P, Mg sırasına göre madensel maddelere gereksinme gösterdiğini 
saptamıştır. Bu arada az miktarda sodyumun potasyumun yerini alabile- 
ceği, lityumun ise potasyumun yerini alamayacağı bulunmuştur. Aynı 
çalışmada magnezyumun bulunmadığı bir besiyerine kalsiyumun ilâ- 
vesi ise herhangi bir etki yapmamıştır. 
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Maya külünde diğer madensel maddelerden demir, silisyum ve kü- 
kürt çok az miktarda bulunur (Tablo 6). Bu maddelerden başka, iz mik- 
tarda olmakla beraber, önemli rolleri bulunan bakır ve çinko da vardır. 


Tablo 6. Maya bulunan madensel maddeler 


p,0, 35-65 
26-40 
MgO 3-7.3 
CaO 0.4-11.3 
Fe,O, 0.02-0.7 
SiO, 0.3-1.8 
Na,O 0.8-2.3 
SO, 0.09-0.74 
cı 0.1-0.65 


4.1.4. Porfirinler ve hemin: Mayada porifirin maddeleri ve aynı za- 
manda çok az miktarda olmakla beraber hemin bulunmuştur. Profirin 
kimyasal bakımdan kanın kırmızı renk maddesi olan hemoglobine ve 
bitkilerdeki klorofile çok yakın bir maddedir. McFarlane ve arkadaşı 
(1959) birada bulunan porfirinlerin fermantasyondan sonra kendini gös- 
terdiğini ve uro-, kopro-ve protoporfirin olarak ayırt edildiklerini söy- 
lemektedir. İlave olarak üst fermantasyon mayalarının daha çok kop- 
roporfiri içerdiğim, bunun fermantasyon sonunda en yüksek dü- 
zeye eriştiğini, sonra düştüğünü ve oksidasyonunun koproporfirin mik- 
tarını artırdığını bulmuştur. Porfirinlerin sitokrom enzimlerinin bir ön 
maddesi olduğunu söyleyen aynı araştırmacı fermanatsyonu yaklaşık 
2 “C'de yaptırılan ve 2 hafta süreyle saklanan mayada 148 mg /kg por- 
firin saptamıştır. 


4.1.5. Yağ ve yağ benzeri maddeler: Genç maya hücresinde 
yağ her zaman yağ damlacıkları halinde bulunur. Hücre yaşlandıkça 
bunlar birleşerek büyük damlacıklar, nihayet bazı koşullar altında tek 
büyük bir damla halini alır. Bundan başka yağlar ve benzerleri protein 
ve karbonhidratla beraber hücre yapısına da katılmışlardır. Yağ 
miktarı normal kültür mayalarında bazı "yağ mayaları"na göre daha 
azdır. Bu durum aşağıda verilen Tablo 7'de açıkça görülmektedir. 


Tablo 7. Çeşitli mayalarda bulunan yağ miktarı 


MAYA Toplam yağ, 96 
Çeşitli ekmek mayası örneklerinde 2.0-23.67 
Bira mayası 2.3-7.8 
Torula utilis 6.4-8.05 
Oospora lactis 5.13 
Rhodotorula gracilis 3123 
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Suomalainen ve arkadaşı (1960)'na göre ekmek mayası yağının bile- 
şiminde esas olarak palmitoleik, oleik ve palmitik yağ asitleri bulunmak- 
tadır. 


İyi beslenmiş mayalarda yağ fazladır, aç mayalarda ise azdır veya 
hiç bulunmaz. Mayada yağ oluşumu da beslenme koşullarına çok bağlı 
kalır. Yüksek Isı, fazla havalandırma ve bol besin maddesi maya hüc- 
resinde yağ miktarını artırır. 


Maya hücresinde fazla yağ toplanmasını sağlamak suretiyle maya- 
lardan teknikte faydalanma yolları eskiden beri aranmaktadır. İlk defa 
Trichosporan pullulans ve Geotrichum candidum ile yapılan çalışmalarda 
mayaların aerobik koşularda yağ oluşturdukları bulunmuştur. Normal 
hallerde, maya hücresinde az yağ bulunmakla beraber, şayet maya şe- 
kerce oldukça zengin bir besiyerine aşılanarak hücreler iyice dağıtılacak 
olursa, yağ miktarını artırmak olanaklıdır. Alkol de mayada yağlan- 
mayı uyarıcı bir etkendir. 


Mayalarda fosfotitlerden lesitin fazla bulunmakta olup, kuru mad- 
dede 9 2 kadardır. Mayada bundan başka kolin de bulunur. Bunun mik- 
tarı Rehm (1967)'e göre 2.28-7.93 mg/g (K.M.) arasında değişir. Ayrıca 
maya yağında sabunlaşmayan ergosterin vardır ki, bu madde ultravi- 
yole ışınların etkisi altında D vitaminine dönüşür. 


4.1.6. Maya enzimleri: Maya, başlı başına bir birey olduğu için ya- 
şaması için gerekli bütün enzimleri bünyesinde bulundurmak zorun- 
dadır. Maya hücresi aldığı besin maddelerini o şekilde parçalamalıdır ki, 
bu parçalama ürünlerinden yaşaması ve faaliyeti için gerekli hücre yapı 
taşlarını meydana getirebilmeli ve aynı zamanda enerji sağlayabilme - 
lidir. 


Gerçekten de maya, hücre duvarını yüksek moleküllü protein olan 
plazmasını, hücre çekirdeğini ve bir kelime ile yaşaması için gerekli bü- 
tün kısımlarını bizzat kendisi yapar. Basit maddelerden yüksek mole- 
küllü ve çok karışık bileşimlerde enzimler ve bundan başka vitaminler 
ve hormonlar yaptığı da göz önünde tutulacak olursa, mayanın sayıla- 
mayacak kadar çok enzime sahip olması gerektiği meydana çıkar. 
Maya ve diğer mikroorganizma enzimleri üzerinde Bölüm 7'de daha 
ayrıntılı olarak durulacaktır. 


4.1.7. Mayada bulunan vitaminler: Mayalar bitkiler evreni içinde 
vitamin sentezi bakımından başta gelen bir organizmadır. Maya enzim- 
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leri kısmında yürütülen mütalaa, vitamin bakımından da yinelene- 
bilir. Yani başlı başına bir birey olduğuna göre, mayanın vitamin ba- 
kımından çok zengin olması doğal görülmelidir. 


Mayadaki vitaminler mayanın yapı maddesi olarak değil bir çok 
enzimlerin etki grupları olarak görev yaparlar. Örneğin tiyamin, ribof- 
lavin, piridoksin, nikotinikasitamit ve biyotin, karbonhidrat, protein 
ve yağ metabolizmalarında rol oynayan koenzimlerin etki gruplarını 
oluştururlar. 


Yağda eriyen vitaminlerden yalnız Vit. D,'nin provitamini ergos- 
terolün, Vitamin A'nın provitamini 8-karotenin ise Rhodoforula ve Spo- 
robolomyces'in oOkırmızı renkli olanlarında varlığı kesin olarak bilinmek- 
mektedir. 


Mayada bulunan suda eriyebilir vitaminlere gelince, bunlardan 
yalnız kobalamin (vit. B,,) ile askorbik asit (vit. C) bugüne kadar bu- 
lunamamıştır. B vitaminleri ise fazla miktarda bulunur. Mayada bu- 
lunan vitaminlerin çeşiti mayadan mayaya az fark gösterir. Fakat 
vitaminlerin miktarı mayanın gelişme evresiyle çok değişir. Örneğin 
mayanın tiyamin miktarı birbirini izleyen yetiştirmeler sırasında aza- 
larak & 50'ye kadar düşebilir. 


Mayanın yetişme koşulları da vitamin sentezi üzerinde rol oynar. 
Örneğin anaerob olarak yetiştirilen maya aerob olana göre daha fazla 
tiyamin içerir. 


Çeşitli mayaların içerdikleri vitamin miktarları aşağıdaki Tablo 
9'da görülmektedir. Fakat burada çeşitli yetiştirme ve vitamin tayin 
yöntemlerinin kullanıldığı dikkatten uzak tutulmamalıdır. 


Mayanın B-vitaminlerince diğer besin maddelerine göre ne kadar 
zengin olduğunu göstermek amacıyla aşağıdaki Tablo 8, 9, 10 ve 11 
verilmiştir. 


Maya B vitaminleri ve kolin bakımından bazı temel yemlere 
göre daha iyi bir durumdadır (Tablo 13). 


Yukarıda verilen tabloların incelenmesinden anlaşıldığı gibi, 
maya B vitaminlerince bazı ve besin yemlerimizden daha zengindir. 
Bu nedenle mayaya yalnızca bir protein kaynağı olarak değil, fakat 
aynı zamanda bir vitamin konsantre besin olarak da bakılması doğru 
olur. 
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Tablo 8. Çeşitli mayaların vitamin miktarları (mg/100 g K.M.) 


MAYA Tiyamin Riboflavin Niksit otina(-amit) | Pridoksin 
1. Bira mayası, taze 7.0 1.7-8.2 30.0-63.0 2.3-10.0 
16.0 4.3-5.6 46.7-51.2 
2. Ekmek mayası, taze 2.0 2.5-8.5 20.0-70.0 1.6-5.6 
2) 4.3-6.4 32.7-53.7 
3. İspirto mayası, kuru 1.6 1.5-4.0 5.2-30.6 
24.4 
4. Torulopsis utilis, kuru | 0.9-3.5 3.9-7.2 45.3-70.7 3.3-9.4 
1.96 5.2 53.5 
5. Vit., Bira mayası 17.3-26.0 4.2-4.8 39.8 
Cenovis, kuru 
Pantotenik asit | p- Aminobenzoik | Folik asit Biyotin Mezoinozit | Kolin 
asit türevi 
1. 7.2-20.2 1.5-10.2 1.9-5.9 | 0.083-0.110| 270.0-500.0| 250.0-500.0 
1.0-5.2 530.0 
2. 8.1-26.0 1.6-17.5 1.9-8.0 | 0.060-0.180| 432.0 210.0 
.6.0-12.9 510.0 
3. 1.2-2.0 
4. 2.3-10.0 2.15-3.2| 0.230 *270.0-360.0) 600.0 
5.6 450.0-502.f1 
3. 2.3-6.0 vi 
4.6 i 


Tablo 9. Mayada bulunan B, vitamini miktarı ve diğer besin maddelerimizle karşılaştırma 


mg/100 g 
Bira mayası 0.8-36 
Ekmek mayası 0.6-2 
Maya ekstraktı (bira mayası) 1.2-20 
Buğday (dane) 0.4-0.6 
Buğday ekmeği (kepekli) 0.3 
Buğday ekmeği (72 60 randımanlı) 0.05 
Çavdar (dane) 0.3 
Çavdar ekmeği (kepekli) 0.21 
Çavdar ekmeği (22 60 randımanlı) 0.1 
Pirinç (kavuzlu) 0.22-0.25 
Pirinç (kavuzsuz) İz 
Yulaf, lapa kırması 0.3 
Lahana 0.08 
Patates, haşlanmamış 0.08-0.12 
Patates, haşlanmış 0.005-0.08 
Elma 0.02-0.04 
Karaciğer (sığır) 0.45 
Sığır eti (çiğ veya haşlanmış) 0.045-0.05 
Yumurta sarısı (haşlanmamış) 0.025 
Yumurta beyazı iz 
İnek sütü 0.024 
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Tablo 10. Mayada bulunan B, vitamini miktarı ve diğer besin maddelerimizle karşılaştırma 


mg/100 g 
Bira mayası (kuru) 1.8-3 
Bira mayası (taze) 1.48 
Ekmek mayası 2.5-3.8 
Maya ekstraktı 4.13-5.53 
Ciğer (dana) 1.7-4.3 
Yumurta 0.25-2.75 
İnek sütü 0.06-0.34 
Buğday (dane) 0.125 
Buğday (un) 0.04 
Çavdar (dane) 0.15 
Çavdar (un) 0.06 
Patates 0.04-0.1 
Karnıbahar 0.07-0.15 
Domates 0.195-0.236 
Elma 0.02-0.04 


Tablo 11. Mayada bulunan piridoksin miktarı ve diğer besin maddelerimizle karşılaştırma 


mg/100 g 
Bira mayası (kuru) 3-7.5 
Karaciğer (sığır) 2.475 
Ringa balığı 1.5 
İnek sütü 0.070-0.15 
Buğday çimi 3.750 
Patates 0.188 
Pirinç (kavuzlu) 0.3 


Tablo 12. Mayada bulunan nikotinik asit miktarı ve diğer besin maddelerimizle karşılaştırma 


mg/100 g 
Bira mayası (kuru) 44-62.5 
Ekmek mayası 12 
Karaciğer (sığır) 16.4 
Sığır eti 3.8 
Soya fasulyesi 4.9 
Mısır 1.4 
Patates 1 


Tablo 13. Bazı temel yemlerle mayanın vitamin bakımından karşılaştırılması (mg /kg) 


VİTAMİNLER 
Yem çeşidi B B, PP Panto. | B, | Biyo. | Fol. Kolin 
asit asit 
Balık unu 1.8 8.8 70 9 2) 0.15 2.5 8800 
Et unu Tl 6.6 33 9 0.8 1900 
Soya küspesi 5.3 3.3 26 14 0.6 2750 
Yer fıstığı küspesi 10.5 4.6 | 170 53 2100 
Süt tozu 3.5 20 1 33 4 0.35 0.6 1400 
Maya 35 50 | 300 350 30 1.8 40 2800 


4.2. Bakterinin bileşimi: 


Bakteri bileşiminin 90 70-85'ini" su oluşturur. Buna göre kuru mad- 
de 15-30 arasında değişir. Kuru maddede bulunan elementlerin ve 
polimerlerin miktarları ise aşağıdaki Tablo 15 ve 16'da görülmektedir. 


Tablo 15. Bakterilerin kimyasal bileşimi (95 C,N,P ve 5S) 


Maddenin Adı Elementin Miktarı © K.M. 

Karbonhidrat 50 £ 0.05 

Azotlu maddeler 10-15 Bunların 

Kül 12.75 (Luria'ya göre) 96 65'i nükleik asitlerde 

Fosfor 2-6 © 15'i fosfolipitlerde 

Kükürt 1 96 20'si asitte eriyen kısımda bulunur. 


Tablo 16. Hücrede bulunan polimerlerin oranları (94 K.M.) 


Maddenin Adı Madde miktarı (96) 
Protein 50 

Hücre zarı 20 

Yağ 10 

RNA 10-20 

DNA 3-4 


Bakteri hücre duvarının bileşimi bakterinin Gram-reaksiyonuna göre 
değişiklik gösterir. Salle (1961)'ye göre, gram pozitif bakteri hücre duvarı- 
nın bileşiminde aromatik ve bazı kükürt içeren amino asitler, arginin ve 
prolin yoktur. Diğer taraftan Gram-negatif bakteri hücre duvarı yağ ba- 
kımından genellikle diğerlerine nazaran daha zengindir. Bu temel farklı- 
lıklar yanında her iki tip bakteri hücre duvarında da diaminopimelik asit 
aminoasidine rastlanır. Ayrıca her iki tip hücrede de polisakkarit bu- 
lunur. Bunların hidrolizlerinden meydana gelen indirgenen şekerler de 
saptanmıştır. Ayrıca hücre duvarında amino şekerler veya heksozamin- 
ler de bulunur. Genellikle Gram-pozitif bakteriler negatiflere göre hekso- 
zaminlerce daha zengindirler. Gunsalus ve Stainer Gram-pozitif bakteri 
hücre duvarlarında heksozamin ve peptitten ibaret birtemel yapı bulun- 
duğunu kabul etmektedirler. Buna göre bu temel yapı heksozamin kısmı 
glikozamin ve müramik asit ve hatta bazen galaktoz amin; peptit kıs- 
mı ise L-alanin, D-glütamik asit, m-diaminopimelik asit (DAP) veya 
L-lisin ve D-alanin, hatta bazen glisin, aspartik asit veya serinden ya- 
pılmıştır. Bu temel yapıya birçok hallerde bir polisakkarit ve diğer mad- 
deler de bağlanmışlardır. Bu peptit kısmının bileşimindeki amino asitler 
arasındaki molar ilişkiler bugüne kadar denenen birkaç bakteride ol- 
dukça sabit kaldığı gözlenmiştir. 
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Gram-negatif bakteri hücre duvarlarında bu peptit örgüsü bir kat- 
manlıdır ve hücre duvarı kuru maddesinin © 12'sini ancak bulur. Bun- 
dan başka bu temel yapıda fazla miktarda lipoproteinler, lipopolisak- 
karitler ve fosfolipitler peptit iskeletine dıştan bağlanmış olarak bu- 
lunurlar. 


Burada hücre zarı üzerinde durulurken hücreye ilişik, fakat hücre 
dışı, sümüksü veya jelatinimsi doğada bir maddeden de bahsetmeliyiz. 
Bu mukoit maddeyi her bakteri meydana getirmez veya hücreye yapışık 
yahut hücreden ayrı olarak bulunur. Birincisine kapsül, ikincisine ise 
sümüksel madde denilir. Bu madde bakteri için mutlaka gerekli değil- 
dir. Ancak bazı patojen bakterilerin ilaca karşı dayanıklığını artırmaya 
nedendir. Kapsüller mikroskoplarda negatif boyama ile (Şekil: 83) ayırt 
edilebilir. Kapsüller polisakkarit veya polipeptitlerden ibaret bir bi- 
leşim gösterirler. 


Şekil: 83. Çini mürekkebiyle hazırlanmış bir preparatta bakteri kapsüllerinin görünüşü 


Sümüksel madde birçok hallerde kapsül maddelerinin ortama geç- 
mesiyle meydana gelir. Sakkaroz içeren besiyerlerinde belirgin ola- 
rak gözlenen bu olaya şeker fabrikalarındaki Leuwconostoc mesenteroides 
bulaşmalarında rastlanır. 


Bu sümüksel madde meydana geldiği yapı taşma ve glikozit bağ- 
lantısına göre dekstran, levan veya sellüloz olabilir. Dekstran özellikle 
kan serumu yerine kullanılan bir madde olduğu için önem kazanır. Yu- 
karıda adı geçen Leuconostoc mesentereodes'in yaptığı sümüksel madde 
dekstran, Sirepfococcus saliyarus ve bazı basillerin sakkarozdan yap- 
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tıkları levan, Aceftobacfer xylinum ve A. acetigenum'un yaptığı ise sel- 
lüloz bileşimindedir. Bu sonuncu sümüksel madde hücreleri bir arada 
tutarak deri benzeri bir zooglönün meydana gelmesine neden olur. 


Bakteri hücre duvarına ilişkin ve bakterilerde hareketliliği sağlayan 
kirpikçik (flagellum) birçok bakterilerde bulunmaz. Çok ince oldukların- 
dan ancak boyama yardımıyla mikroskop altında görülürler. Bileşim 
bakımından hücre yapısından farklı olan kirpikçikler protein doğasın- 
dadırlar. Hücreden kolaylıkla kopabilen bu organlar hücre üzerindeki 
yerleşme durumlarına göre adlandırılırlar (Şekil: 84). Bundan taksono- 
mide yararlanılır. 


i Bepakar gelirde : 
meraya mehaşeler gdürei. Sak) peri 
( i 
Niürim. Picydemanas Cromeiora 
Triasçirilkurm, Spil 


Mta 
) SON 


Şekil: 84. Bakterilerin en önemli kirpikçik ve hareket şekilleri 


Bakteri hücre yapısının önemli kısımlarından biri de membrandır. 
Membran sitoplazmayı ve genetik materyali içine alır; genç hücrelerde 
incedir (Şekil: 85). Fakat yüzeysel aktif maddelerin yığılmasıyla gittikçe 
yoğunlaşır ve kalınlaşır. Bileşimi protein ve yağlardan ibaret olan mem- 
bran madde alışverişinde rol oynar. Hücreye giren ve çıkan maddeleri 
kontrol etmek suretiyle hücrenin basıncını ayarlar. Maddelerin her iki 
yönde naklini sağlayan substrat-permeaz sistemi membran üzerinde 
bulunur. Bu kontrollu madde naklinin protein köprüleriyle yer yer ara- 
lanan yağ zarının aralıklarından olduğu kabul edilir. 


Membran üzerinde bakteri metabolizmasında önemli rolleri olan 
enzimlerden elektron aktaran ve oksidatif fosfatlaştırma enzimleri de 
bulunur. Ayrıca gerek hücre duvarının ve kapsül maddelerinin sentezinde 
gerekse ekzoenzimlerin dışarıya salıverilmelerinde de fonksiyonu vardır. 
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Şekil: 85. Spirillum serpens'in ultra kesitinin elektronmikroskop altında görünüşü.İçte sitop- 
lazmik membran görülüyor. 


Hücre çekirdeğinin etrafını kaplayan sitoplazma koyu, yarı akış- 
kan veya jel görünüşünde renksiz; içerisinde çeşitli danecikler (ribozom- 
lar), yağ damlacıkları ve bir veya birkaç vakuol içeren bir maddedir. 
Stoplazmanın sıvı kısmında ise fazla miktarda serbest enzim, RNA ve 
bunlara ilâve olarak bazı bakteri türlerinde sporlar da bulunur. Ribo- 
zomlar elektronmikroskopla ancak görülebilirler. Bileşimleri 99 60 RNA 
ve Y& 40 proteinden ibarettir. Bakteriler yaklaşık 5 000-50 000 adet ri- 
bozom içerirler ve bakteri-RNA'sının 92 80-85'i ribozomda bulunur. 


Yukarıda bazı bakteri hücre stoplazmasında spor bulunduğundan 
bahsetmiştik. Spor oluşturma "Eubakteri"lerden küçük bir gruba inhi- 
sar eder. Sporların önemi onların yüksek ve düşük sıcaklık derecelerine, 
kuraklığa, ozmoza ve kimyasal maddelere dayanabilmelerinden ileri 
gelir. Diğer bütün bakteriler ve hatta spor oluşturan bakterilerin 
vejetatif hücreleri 80 *C'de 10 dakika tutuldukları zaman öldükleri hal- 
de, sporlardan bazıları saatlerce kaynatmaya dayanabilirler. Bacillaceae 
familyasına giren bu bakteriler mikroskopta incelendiğinde sporlar ışığı 
fazla kırmaları ile kendilerini belli ederler. Spor oluşturma bu protein 
içeren maddelerin bir çerçeve içinde toplanmalarıyla başlar. Sporda 
protein içeren maddelerin yanında ve spor kuru maddesinin © 15'ini 
oluşturan dipikolinik asit (piridin-2,6-dikarbon asidi) bulunmaktadır 
ki, bu madde vejetatif hücrelerde yoktur. 


Sporların şekilleri ve ana hücrenin aldığı şekiller 3 grup altında 
toplanabilir: (a) Spor oval veya silindirik şekilde olup ana hücreden daha 
geniş değildir, (b) Sporlar oval olup ana hücreden daha geniştirler veya 
(c) Sporlar yuvarlağa yakın olup uçta şişkinlik yapar. Sporlanmış hüc- 
renin aldığı şekiller toplu olarak Şekil: 87'de görülmektedir. 
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Şekil: 86. Spor yapmış hücre şekilleri: 1) Merkezi, 2) Subterminal, 3) Terminal (Topuz şekil), 4) 
Merkezi (mekik şekli, 5) Terminal (trompet çubuğu), 6) Lateral (mekik şekli). 


Bu sporun oluşu için geçen zaman 20 saat-8 gün arasında değişmekle 
beraber çoğunlukla | gündür. Sporların çimlenebilmesi için de 3 /4-15 
saat; genellikle 5-6 saat geçmesi, uygun bir ortamın, sıcaklığın bulun- 
ması gerekir. 


Sporların dış etkenlere karşı dayanıklığı sitoplazmanın çok yoğun 
olmasına ve nisbeten az su içermesine ve Ca/K oranının yüksek 
olmasına borçludur. Bu suretle sporların binlerce yıl dayanabildikleri 
saptanmıştır. 


4.3. Küf mantarlarının bileşimleri: Hücre duvarının bileşimi yük- 
sek bitkilerde olduğu gibi hemisellüloz ve kitinden yapılmıştır. Hifin 
genç kısımlarındaki protoplazma homojendir. İçerisinde çekirdekler 
ve mitokondrinler vardır. Yaşlı kısımlarda ise bunlardan başka vakuol- 
ler de oluşmuştur. Stoplazmada yağ, karbonhidrat, protein ve maden- 
sel maddelerden ibaret depo maddeleri bulunur. Bazı türlerde yağ 
oranı 6 50'ye kadar çıkabilir. Bu nedenle bu mantarlar yağın biyosen- 
tezinde kullanılırlar. Stpolazmada değişik şekillerde bulunan protein ise 
96 35 oranındadır. Kül ise © 3'ü bulur, ve başlıca K ve P elementler- 
inden ibarettir. 


4.4. Alglerin bileşimi: Alglerin bileşiminde değerli besin maddeleri 
bulunmaktadır. Örneğin bir kaynağa göre yüksek verimi ile dikkatleri 
üzerine çeken Chlorellanın 7105 No. lu suşunun bileşiminde & 55.5 
protein, & 17.8 karbonhidrat ve & 7.5 yağ bulunması yanında pro- 
teinlerinin biyolojik değerinin soya proteininkiyle mukayese edilebilecek 
düzeyde oluşu beslenme yönünden önemini artırmaktadır. Alg proteini 
bileşiminde metiyoninin göreceli olarak az bulunması ve prolinin çok 
az miktarda oluşu nediyle hayvansal proteinden çok bitkisel proteine 
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benzer. Bir kaynağa göre(Rehm, 1967) © 68.9 oranında protein içeren 
* bir mavi-algin amino asit tablosu şöyledir (Tablo 16). 


Tablo 16. Chlorella 7105 suşunun bileşimi 


Amino asit Protein 96 
İzolösin 6.0 
Lösin 9.3 
Lisin 4.7 
Metiyonin pi 
Fenilalanin 4.3 
Treonin 5.1 
Triptofan 1.3 
Valin 6.3 
Histidin 14 
Alanin 7.8 
Glisin 2 


Algler ayrıca vitamin içerikleri bakımından da beslenmecilerin il- 
gilerini haklı olarak üzerlerine çekmektedirler. Aşağıda verilen tabloda 
yukarıda adı geçen Chlorella suşunun bileşimindeki vitaminler görülmek- 
tedir (Tablo 17). 


Tablo 17. Chlorella 7105 suşunun bileşimindeki vitaminler 


Vitamin Miktar 
Vitamin C 14.6 mg/100 g 
Vitamin B, 3.0 pg /8 
Vitamin B, 770 
Pantotenik asit 1125 Vi 
8-Karoten 50.2 mg/100 g 


4.5. Şapkalı mantarların bileşimi: Şapkalı mantarların bileşimini 
oluşturan maddelerin beslenmede önemli yeri vardır. Aşağıda verilen 
tablo incelendiği zaman bu daha iyi anlaşılır (Tablo 18). 


Tablo 18. Şapkalı mantarın bileşimi 


Maddeler Miktar 96 
H. protein 38.73 
Yağlar 1.59 
Şekerli maddeler 18.25 
N'siz maddeler 28.33 
Sellüloz 6.59 
Kül 6.51 
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Yukarıdaki tabloda görüldüğü gibi, protein miktarı oldukça yüksek, 
buna karşılık karbonhidrat oram göreceli olarak düşüktür. Yenebilir 
şapkalı mantarın besin değerini ortaya koyabilmek için vitamin ve 
madensel maddeler önemli öğelerdendir. Aşağıda verilen tabloda bu 
maddeler ve miktarları görülmektedir (Tablo 19). 


Tablo 19. Yenebilir şapkalı mantarlarda bulunan vitamin ve madensel maddeler 


Madensel Mad. Miktar & 
Vitamin C 8.6 mg 

Vitamin B, 0.12 mg 

Vitamin B, 0.52 mg 

Nikotinik asit amit 5.85 mg 

Pantotenik asit 2.28 mg 

Ca, P, K, Fe ve Cu İz 

K,Na,Ca,P, Mg, Mn,SiveS Beslenme için yeterli 


Yukarıdaki tabloya göre mantar beslenme yönünden vitamin ve 
madensel maddelerce yeterli sayılır. Mantar özellikle vitamin C, niko- 
tinik asit amit ve pantotenik asit bakımından zengindir. 
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5. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
BESLENMELERİ 


5.1. Mayanın beslenmesi: Maya gelişebilmesi ve çoğalabilmesi için 
başta su olmak üzere C- ve N- kaynaklarına ve madensel maddelere 
gereksinme gösterir. Bunlara gelişme maddeleri dediğimiz ve özellikle 
sentetik besiyerleriyle çalışılırken önem kazanan bir takım maddeleri 
de ilâve etmeliyiz. 


Aktif bir mayanın & 75'ini su oluşturur. Bununla beraber su mik- 
tarı maya türüne, yaşa, beslenme durumuna ,yetişme sıcaklık derecesine 
ve bunlardan da önemli olarak mayayı çevreleyen ortamın ozmotik 
basıncına tâbi olarak azalıp çoğalmaktadır. Çevredeki suyun azlığı veya 
yokluğu mayanın biyolojik faaliyetlerini etkiler. Birinci halde gelişme ve 
çoğalma dururken, aylarca devam eden ikinci halde ise ölüm ortaya çı- 
kar. Bununla beraber sporların 13 yıl gibi uzun bir süre canlı kalabil- 
dikleri saptanmıştır. 


Hücrede bağlı olarak bulunan su hücre kolloitlerini şişmiş halde 
bulundurarak fonksiyonlarını yapabilmelerini, hücre duvarının ve memb- 
ranının esneklik ve seçici permeabilitesini sağlarken, serbest halde bu- 
lunan su ise, hücre içi metabolizmada meydana gelen maddelerin erir 
halde kalmasına ve onların bir yerden diğer bir yere nakline hizmet 
eder. 


Maya heterotrof bir mikroorganizma olarak bağlı haldeki organik 
karbonhidratlara gereksinme gösterir. Karbonhidratların bir kısmı 
hücre ve glikojenin yapımında, diğer bir kısmı ise assimilasyon sıra- 
sında gerekli enerjinin sağlanmasında kullandır. Bu kullanılış anok- 
sidatif (fermantatif) veya oksidatif (solunum) biçimlerinde ortaya 
çıkar. Başka bir deyimle fermantasyon ve oksidasyon enerji kazanmak 
için başlıca iki yoldur. Ve pek az istisnasiyle, bir karbon kaynağından 
oksidatif olarak faydalanan maya ondan aynı zamanda fermantatif 
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yolla da faydalanabilir. Bu iki olayı son zamanlarda elektron alışverişiyle 
tanımlamak suretiyle belki de daha isabetli hareket edilmiştir. 


Buna göre fermantasyon son elektron akseptörü organik madde 
olan biyolojik yükseltgenme-indirgenme (oksidasyon-redüksiyon), so- 
lunum ise son elektron akseptörü moleküler oksijen olan biyolojik bir 
oksidasyondur. Doelle (1981) solunumu anaerobik ve aerobik olmak 
üzere ikiye ayırmaktadır. Buna göre yukarıdaki tanımlama aerobik 
solunumu ifade etmekte, son elektron akseptörü oksijenden başka inor- 
ganik bileşik olan solunum ise, ayrı bir solunum şekli olarak belirtilmek- 
tedir. Bu tanımlamalar fermantasyonun tam olmayan ve havasız veya 
havalı C-zincirlerinin parçalanarak karbonhidratlardan daha küçük ve 
basit moleküllü maddelerin meydana gelişi şeklindeki tanımlamaya 
göre daha uygun ve geniş bir kapsam getirmiştir. 


Mayalar genellikle glikoz, früktoz ve mannoz gibi monosakaritler- 
lerden faydalandıkları halde galaktozu hepsi kullanamaz. Disakkarit- 
lerden sakkarozu mayaların hemen hepsi parçalayabildiği halde maltozu 
bazı mayalar parçalayamazlar. Diğer disakkaritlerden laktoz, melibiyoz 
ve trehalozu ise bazı mayalar kullanabilirler. 


Triasakkaritlere gelince, örneğin rafinozu gene belirli miktardaki 
mayalar | /3, 2/3 ve 3 /3 oranlarında olmak üzere kullanabilirler. Tri- 
sakkaritlerden özellikle bira şırasında bulunan maltotriyozu bira maya- 
larının fermente edebilmeleri "son fermantasyon derecesinin" yüksek 
olmasını sağladığından pratikte önem kazanır. 


Trisakkaritlerden daha büyük moleküllü karbonhidratlardan mal- 
totetraoz ve dekstrinleri parçalayabilen maya adedi ise Breffonomyces 
bruxellensis var. nonmembranaefaciens, Schizosaccharomyces'in octospo- 
rus ve pombe türleriyle Saccharomyces diastaticus mayalarına inhisar 
eder. 


Bazı mayalar hidrokarbonlardan da C-kaynağı olarak faydalanabil- 
mektedirler. Hatta bu özettikleri nedeniyle böyle mayalar hidrokarbon- 
lardan THP üretiminde kullanılmaktadırlar. Bu konuda Candida'nın 
birkaç türü, C. Jipolytica, C. arborea ve C. rugosa 10—24 C-atomu içeren 
n-parafinler ile yüksek bir verim göstermişlerdir. 


Daha küçük hidrokarbonlardan sayılan metanolün de bazı mayalar 
tarafından C-kaynağı olarak kullanılabildiği ve bu mayaların Hansenula 
ve Rhodotorula izolatları olduğu iddia edilmiştir (EL. Nawawy ve Onan, 
1982). , 
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Mayanın beslenmesinde faydalandığı N-kaynaklarına gelince, ma- 
ya herşeyden önce bünyesini yaparken assimile edilebilen organik veya 
inorganik doğada azotlu maddelere gereksinme gösterir. 


Mayalar, bazı kompleks maya ve protein hidrolizatları isteyen Sacc- 
haromycopsis cinsi hariç tutulacak olursa, pepton ve daha küçük molekül- 
lü maddeler ve üreden faydalanabilir. Ancak gerekli vitaminlerin temin 
edilmiş olması ve ürede olduğu gibi, toksik bir etki yapabilecek konsant- 
rasyonda bulunmaması gerekir. 


Yapılan bir araştırma mayanın assimile edebildiği azotlu maddele- 
rin 96 70'ini amino asitler, 99 7'sini amonyak, 9 12'sini amitler ve & 
N'inide peptit ve diğer azotlu maddeler oluşturduğunu ortaya koymuş- 
tur. 


Anorganik azotlu maddeler arasında amonyak ve amonyum tuz- 
larını hemen bütün mayalar kullanabilirler. Ancak amonyum tuzları- 
rının assimilasyonu sırasında açığa çıkan asitlere karşı mayanın tolerans 
göstermesi gerekir. Örneğin amonyumun SÖ4, PO4 tuzları maya için ne 
kadar mükemmel ve ucuz birer N-kaynağı iseler, okzalat ve asetat tuz- 
ları da, okzalik ve asetik asitlerin mayaya yaptıkları olumsuz etkileri 
dolayısıyla, maya için iyi bir N-kaynağı oluşturmazlar. 


Mayanın beslenmesinde diğer azotlu maddelerden üre (H,N—C— 
NH)) ve amitler (C,H,—C—NH),)'de bahis konusu olurlar. Ancak besi- 
yerindeki üre konsantrasyonu 99 0.4—0.5'i geçmemelidir. Hatta üre 
sterilizasyondan önce besiyerine katıldığında, sterilizasyon sırasında 
amonyak ve amonyum tuzlarına dönüşür ki, bu durum ürenin besin de- 
gerini artırmaya faydalı olur. Mayanın amitlerden faydalanması ise 
maya ve amit çeşidine göre değişiklik gösterir. Azotlu madde olarak 
peptitlerin maya tarafından kullanılması giderek azalır ve nihayet 
tetrapeptitlerde son bulur. 


Pürin, pirimidin ve aminlerin (R.NH,) de, örneğin metil amin (CH, 
NH,) ve anilin aminin (C,Hg,CH,) azotlu madde olarak maya tarafın- 
dan değerlendirilip değerlendirilmedikleri incelenmiş ve örneğin ekmek 
mayasının adenin, guanin ve sitosinde bulunan azotun ancak | /5'ni 
değerlendirebildiği saptanmıştır. Buna karşılık Torwopssis utilis timin 
ve alloksan dışındaki pürin ve pirimidinleri iyi bir şekilde kullanabil- 
miştir. 


Mayanın beslenmesinde madensel maddelerin önemi kuşkusuz bu 
çeşit madensel maddelerin bir çoğunun enzimatik faaliyetlerde vazge- 
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geçilmez bir öğe olmasından ve bir kısmının da mayanın yapısına 
katılmasından ileri gelir. Madensel maddelerin besiyerindeki varlığı ön- 
emli bir miktarı bulmaz, hatta bunlar "minor" yahut "iz element" 
olarak litrede miligramlarla ölçülür. Bu miktarlar mayanın optimal bir 
gelişme gösterebilmesi için yeterlidir ve aynı zamanda gelişmeyi teşvik 
edicidir. Örneğin Fe? Cut”, Zn*? ve CO v.b. bu madensel maddelerden- 
dir. Diğer taraftan mayanın bazı madensel maddelere miktar bakımın- 
dan daha çok gereksinmesi vardır. Bu gibi maddelere "major element- 


ler" denir. Fosfor, potasyum, magnezyum bunlara birer örnek oluşturur. 


Maya külünün © 35—65'ini oluşturan fosfor (P,O,) kısmen fosfo- 
protein, fosfolipit, nükleoproteit ve nükleik asit gibi organik, kısmen 
de orto-, piro-ve metafosfat gibi anorganik fosforlu bileşikler halinde 
protoplazmanın yapı maddeleri olarak bulunur. 


Potasyum da maya için fizyolojik bakımdan önemli bir madensel 
maddedir. Maya (5. cerevisiae) külünde 9 28.0—48.0 (K20) oranın- 
da bulunan potasyumun karbonhidrat metabolizmasındaki rolü önem- 
lidir. Çünkü mayanın optimal olarak şekerden faydalanması ortamdaki 
potasyum iyonlarının yeterli olmasına bağlıdır. Çünkü potasyum ve NH4 
hekzodifosfatazın aktifliğinden sorumlu metal iyonlarındandır ve mak- 
simum etkilerini potasyum 0.01 (M K*); NH, ise 0.005 M(NH,*) kon- 
santrasyonlarda gösterirler. Maya hücresinde potasyumun bir diğer işlevi 
de pH'yı ayarlamasıdır. Maya bunu metabolizma sırasında ortaya 
çıkan H-iyonlarını K-iyonlarıyla mubadele ederek yapmaktadır. 


Magnezyumun maya için vazgeçilmez oluşu bu madensel maddenin 
kinaz ve dekarboksilaz gibi önemli metabolizma enzimlerinin aktifleş- 
tirilmesinde rol almasındandır. Maya hücresindeki miktarı 9 4.0-8.1'i 
(MgO) bulur. 


Kükürt de maya için vazgeçilmez madensel maddelerden birisidir. 
Miktarı & 0.4—6.0 (S03) arasında değişen bu element kükürt içeren 
bazı aminoasitlerinin (metiyonin, sistein v.b.) ve bazı enzimlerin (Koen- 
zim A) bileşiminde bulunur. Kükürdün bileşiminde bulunduğu diğer 
önemli bir madde de bir tripeptit olan glütatiyondur. Bu madde -S-S- 
köprülerinin iki -SH grubuna dönüşebilmesi nedeniyle hücrenin önemli 
bir H- nakleden sistemi olarak görev yapar. 


Diğer major madensel maddelerden kalsiyum maya hücresinde 9 
1.0-5.55 (CaO) oranında bulunmakla beraber, maya için önemi henüz 
tam olarak açıklanmamıştır. Kalsiyumun iyon-antagonisti ve sinergisti 
olarak fizyolojik bir önem taşıyabileceği kabul edilmektedir. 
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İz elementlere gelince, bunlar solunum enzimlerini aktifleştirirler. 
Örneğin demir sitokrom, katalaz ve peroksidaz; bakır ise tirosinaz ve 
askorbik asit oksidazlarını aktifleştirir. İz elementlerin aktifleştirdiği 
enzimlere transfosfatazları, fosfatazları, bazı peptidazları ve birçok keto 
asidi dekarboksilazları da dahil edebiliriz. Birçok dehidrojenaz enzim- 
lerinin prostetik grubunda çinko bulunur. 


Kobalt ise bazı hallerde çinkonun yerini alabilir. İz elementler çok 
düşük konsantrasyonlarda mayanın gelişmesini teşvik ettiği halde, daha 
yüksek miktarlarda gelişmeyi engellerler. Örneğin bakır 0.1 mg/l kon- 
santrasyonuna kadar gelişme üzerine olumlu bir etki yaptığı halde, tak- 
riben 20 mg /I'den sonra gelişmeyi kesin olarak durdurur. Bununla bera- 
ber iz elementlerin bu çeşit etkileri maya suşuna, besiyerinin doğasına 
ve ısıya göre değişiklik gösterir. Diğer taraftan bu durum metal iyon- 
larının karşılıklı etkilerine de tâbidir. Şahinkaya (1960) ve Pamir (1964) 
metal iyonları arasındaki bu etkiyi incelemişler ve çinko kadmiyumun, 
demir kobaltın, magnezyum ve manganzez ise çinkonun ve bakırın 
toksik etkisini ortadan kaldırdığını veya azalttığını gözlemişlerdir. 


Mayanın beslenme sırasında "gelişme maddeleri"ne de gereksinme- 
si vardır. İlk defa 1901'de Wieldier mayanın yeterli miktarda karbon, 
azot ve madensel maddeler bulunan bir besiyerinde gelişme göstermedi- 
ğini ve aynı besiyerine maya ekstraktı veya suyu katıldığında ise geliş- 
me olduğuna işaret etmiştir. Böylece ilk defa mayanın gelişmesi için bi- 
leşimi bilinmeyen bir takım maddelere gereksindiği ortaya çıkmıştır. 
Bu bilinmeyen faktörlere "Biyoz" adı verilmiştir. Bundan 20 yıl sonra 
ise biyoz faktörünün gerçekte kompleks bir madde olduğu anlaşılmıştır. 


Bugün saptanan bu türden birçok maddeye genellikle "maya ge- 
lişme maddeleri" denilmektedir. Maya bu maddelere iz elementler gibi 
fevkalâde az miktarlarda gereksinme gösterir, ve maya tarafından sen- 
tez edilemedikleri takdirde basiyerine katılmaları gerekir. 


Mayanın gelişmesi için gerekli gelişme maddelerinin büyük bir kıs- 
mını suda eriyebilen vitaminler oluşturur. Bunlardan en az 6 adedinin 
mayanın gelişmesi için gerekli olduğu bilinmektedir. Bunlar tiyamin 
(Vit. B,), biyotin, mezo inozit, nikotinik asit, pantotenik asit ve piri- 
doksindir. Bazı S8. cerevisiae suşları için p-amino benzoik asidi de bun- 
lara dahil etmek gerekir. Vitaminler dışında olmak üzere pantotenik 
asidin yapısında bulunan &- alanin ile tiyaminin ön maddeleri olan pi- 
rimidinin ve tiyalozun da mayalar için gelişme maddesi olarak hesaba 
katılması gerekir. 
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Vitaminler gamma miktarlarında dahi gelişmeyi teşvik eder. Bun- 
lar hem katalitik alanda cereyan eden olaylarda, hemde yapı maddele- 
rine katılarak görev yaparlar. Gerçekten de şimdiye kadar saptanan vi- 
taminlerin bir çoğu belirli enzimlerin koenzimleridir. Bu koenzimlerin 
sayılarının az olmasına karşılık metabolizma da rol alan enzimlerin mik- 
tarının çokluğu, bir koenzimin çeşitli apoenzimlerle çalışabildiğini gös- 
terir. 

Doğal haldeki birçok besiyerleri bir maya için gerekli gelişme mad- 
delerini yeteri kadar içerir. Yeteri kadar içermediği hallerde ise, besiye- 
rine bu maddeleri sağlayacak ve bu maddelerce zengin mısır ıslatma suyu 
(com steep liguor), maltçimi ve maya ekstraktı gibi gelişme maddesi 
kaynakları ilâve edilmesi tavsiye olunur. Bunların optimal miktarları 
mayadan mayaya önemli değişiklik gösterir. 

Maya ortamda besin bulamaması halinde bileşiminde bulunan mad- 
deleri kendi enzimleri tarafından daha küçük moleküllü maddelere par- 
çalamaya başlar ki, bu olaya "Otoliz" denir. Bu olayın ortaya çıkabil- 
mesi için maya hücresinin protoplastlarının strüktürünün bozulmasın- 
dan dolayı ölmesi gerekir. Bundan sonra hücrenin normal yaşamı sıra- 
sında düzenli bir biçimde devam etmekte olan biyokimyasal olaylar so- 
na erer, bunun yerine hücrede gelişi güzel, yani düzensiz bir enzim faa- 
liyeti başlar. Otoliz sırasında hücre duvarının geçirgenliği değişir ve par- 
çalanma ürünleri hücre dışına çıkar. Bu enzimatik parçalanmaya maya- 
nın karbonhidratları, yağları ve hatta nükleik asitleri mâruz kalır. Oto- 
lize olmuş mayanın biçimini ve görünüşünü normal hücreden mikros- 
kop altında ayırt etmek olanaklıdır (Şekil: 87). 


Otoliz çevre koşullarının etkisiyle mayanın büyük zarar görmesi 
sonucu olarak kendiliğinden olabildiği gibi, yapay olarakda yapılabilir 
ki, bundan maya ekstraktının elde olunmasında faydalandır. 


Maya ortamda hücre içi ozmotik basıncından çok yüksek bir basınç 
oluşturacak kadar besin bulduğu takdirde, enzimatik tepkimeler du- 
rarak hücre içeriği hücreden dışarı çıkar ki, bu olaya da "Plazmoliz" 
denir. Doğaldır ki, burada bir parçalanma söz konusu olamayacağından, 
hücre dışına çıkan maddelerin molekül büyüklükleri otolize göre daha 
büyük olduğu gibi, tadı da otolizattan farklıdır. Gerek otoliz gerekse plaz- 
moliz teknikte hücre içinin hücre duvarının parçalanmadan dışarıya 
alınmasında kullanılan yöntemler olarak önem taşır. 


5.2. Bakterilerin beslenmeleri: Bakterilerin de diğer canlılar gibi 
gerek çoğalmaları gerekse dinlenme sırasında enerjiye gereksinimleri 
vardır. Bunu hücre içine suda erimiş halde alınan besin maddelerinden 
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sağlarlar. Hücre içine suda erimiş halde alınan besin maddelerinin par- 
çalanması (katabolizm) sonucu bir takım küçük moleküllü bileşikler 
meydana gelir. Bu maddelerden bazıları hücrenin yapımında (aha- 
bolizm) kullanıldıkları halde, bazıları ara madde halinde hücre içinde 
veya dışında toplanırlar. 


Bakterilerin beslenmeleri esas olarak suyun varlığına bağlıdır. Bak- 
teriler 92 20'den daha az su içeren bir substratta gelişemezler. Bakterinin 
gereksindiği besin maddelerinin su içinde erimiş bir halde bulunmaları 
zorunludur. 


C- kaynağı olarak heterotrof bakteriler birçok maddelerden fayda- 
lanabilirler. Bu arada pentozları ve nişastayı da sayabiliriz. Keza bak- 
teriler metandan, yüksek alkollerden ve sitrik asit gibi birçok organik 
asitlerden istifade edebilirler. Nihayet bakteriler pepton ve triptofan 
gibi azotlu maddeleri ve yağları da C-kaynağı olarak kullanabilirler. 
Ototrof bakterilere gelince, bunlar C- gereksinimlerini CO, veya kar- 
bonatlardan karşılarlar. 


Bakterilerin beslenmelerinde azotlu maddelerin yeri çok önemlidir. 
Bakteri hücresinin bileşiminde azotlu maddelerin miktarının bazı bak- 
terilerde, örneğin Lacfobacillus fermentide Yo 87 (K.M.), Escherichia coli 
de & 82'yi (K.M.) bulduğu söylenirse, azotlu maddelerin beslenmedeki 
yerinin önemi daha bir açıklık kazanmış olur (Şekil: 87) 


Şekil: 87. Otolize olmuş maya hücreleri bira pediyokokları ile beraber, yak. x 500 (Akman'a göre) 


Bakteriler azot kaynağı olarak amitlerden kompleks yapıdaki pro- 
teine varıncaya kadar birçok organik ve havanın azotu, amonyum ve 
nitrat tuzları ve pek nadir olarak da nitrit gibi birçok anorganik azotlu 
bileşiklerden faydalanabilirler. Birçok bakteriler için amonyum tuzları 
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yalnız başına azot kaynağı olabilirken, bazıları amino asite gereksinim 
gösterirler. Bütün bakteriler için verilebilecek bir amino asit tablosu yok- 
tur. Bu her bakteri için ayrı olarak saptanmalıdır. 


Bakterilerin beslenmelerinde gerekli madensel maddelere gelince, 
bunlar sırasıyla fosfor, kükürt, sodyum, kalsiyum, magnezyum ve demir 
gibi majör elementler ve çinko, bakır, manganez ve kobalt gibi minör 
elementlerdir. 


Bakterilerin gelişebilmeleri için bu elementlerin tuzlarının besiye- 
rine katılmaları gerekir. Musluk suyunda bu tuzlar genellikle yeterli 
miktarlarda mevcuttur. Bu nedenle besiyerinin hazırlanışında bu su 
kullanıldığı takdirde sekunder potasyum fosfattan başka tuz ilâve edil- 
mesine gerek yoktur. 


Bu tuzların besin maddesi olarak rollerinden başka, gelişme üzerine 
teşvik edici rolleri de vardır. Bu, mineral elementlerin enzimleri aktifleş- 
tirmesinden ve bazı enzimlerin komponenti olmasından ileri gelmektedir. 
Laktik asit bakterileriyle yapılan bir çalışmada magnezyum ve manga- 
nez iyonlarının besiyerinde belirli bir düzeye kadar arttırılması gelişme- 
yi ve laktik asit üretimini önemli bir derecede artırmıştır (Pamir, 1964). 


Bakterilerin gelişme maddeleri bakımından da mayalar gibi bazı is- 
tekleri vardır. Çünkü birçokları sentez yapamazlar. Bununla beraber 
uzun süreli aralıklarla yeni besiyerine nakledilen bakterilerin bazı geliş- 
me maddelerinin yokluğuna adapte oldukları saptanmıştır. 


Bu gelişme maddeleri arasında özellikle tiyamin, riboflavin, panta- 
tonik asit, p-amino benzoik asit (PABA) gibi vitaminler sayılabilir. Be- 
siyerlerine pepton, maya otolizatı veya suyu, malt çimi ekstraktı, mı- 
sır ıslatma şurubu (Corn steep liguor) v.b. maddelerin ilâve edilmesi çok 
defa bakteriler için gerekli olan gelişme maddeleri gereksinmesini karşılar. 


5.3. Küf mantarlarının beslenmeleri: Küf mantarları heterotrof- 
turlar, yani sentez yapamazlar. Çok sayıda besin maddelerinden istifa- 
de edebilirler. Fakat bazıları gelişmeleri için kompleks bileşimde kar- 
bonlu bileşiklerden faydalandıkları halde, bazıları besin maddesi se- 
çiminde daha çok isteklidirler. 


Küf mantarları çok çeşitli C-kaynaklarından istifade edebilirler. 
Fakat bunlardan faydalanma bakımından farklılık gösterirler. Örneğin 
bir substratta glikoz ve gliserin bulunuyorsa, önce glikoz; glikoz ve ase- 
tik asit bulunuyorsa, önce asetik asitin sarfedildiği görülür. Şu halde 
küf mantarları karbon kaynağı bakımından bazı tercihler yaparlar. 
Diğer taraftan substratta bulunan azotlu maddelerin şekli de karbon 
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alımında rol oynar. Örneğin ortamda amino asitlerinin bulunması kar- 
bon kaynaklarından daha büyük ölçüde faydalanmalarına neden olur. 


Hemen hemen bütün küf mantarları glikoz, sakkaroz ve maltozdan 
istifade edebilirlerse de laktozu pek az küf mantarı kullanabilir. Nişasta, 
dekstrin ve pektini ancak amilolitik ve pektolitik enzimlere sahip olan- 
lar parçalayabilirler. C-kaynağı olarak yalnız şekerler ve onun polimer- 
lerinden değil, aynı zamanda aminoasit ve benzeri bileşiklerden, organik 
asit ve benzerlerinden, etil alkol ve yüksek alkollerden, yüksek molekül- 
lü parafinlerden, yağ ve yağ asitlerinden istifade edebilirler. 


N-kaynağı olarak anorganik türden en fazla amonyum azotu kullanı- 
lır. Ancak birkaç küf mantarı nitrat ve nitrit azotundan faydalanabilir. 
Bununla beraber Mucor racemosus nitratı tercih eder. Organik azot bü- 
tün küf mantarları tarafından istifade edilir. Bunlar arasında protein, 
pepton, amino asitler ve üreyi sayabiliriz. Küf mantarlarının mineral 
madde isteklerine gelince, majör elementlerden potasyum, magnezyum, 
kükürt, fosfor, demir ve kalsiyum; minör element olarak da demir, çin- 
ko, bakır, manganez, molibden ve galliyum bazı küf mantarları için ö- 
nem kazanırlar. 


Küf mantarlarının gelişme faktörlerine de gereksinimleri vardır, 
Bu maddelerin çoğu vitamindir ve enzimatik faaliyetlerde koenzim ola- 
rak rol oynarlar. Bunlardan tiyamin bazıları için gerekli ise de, genellikle 
az istenir. Diğer B-kompleksi vitaminlerden nikotinik asit amidin, pi- 
ridoksinin ve pantatonik asidin küf mantarlarının gelişmeleri üzerinde 
olumlu etki yaptığı bilinmektedir. 


5.4. Alglerin beslenmesi: Alglerin beslenmesi denince bunların 
fotosentetik mikroorganizma oldukları dikkate alınmalıdır. Buna göre 
algler için ortamda C-kaynağı olarak CO,'in bulunması yeterlidir; başka 
bir organik C-kaynağına gereksinme göstermezler. Algler için ışık kay- 
nağı da CO, kadar önem taşır. Bu nedenle algler için bir substratın 
hazırlanmasında bu hususların göz önünde bulundurulması gerekir. 
Aşağıda verilen Tablo 21'de tipik bir yapay besiyerinin bileşimi görül- 
mektedir (Rehm, 1967). 


Tablo 20'de görüldüğü gibi, substrata ürenin ilâve edilmesi gerek- 
mektedir. Böylece Ch/orella'nın gelişmesi teşvik edilmiş olur. 


Bununla beraber alglerin besin maddesi bakımından istekleri çok 
değişik olduğundan, birçok hallerde yukarıda verilen tablodakilerin dışın- 
da Mnci,, ZnSO,, CuSO,,(NH,), Mo,0,, ve NaNO, besiyerine ilâve edi- 
lir. Besiyerinin pH'sı 5.0—6.5 arasında bulunur. 
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Tablo 20. Chlorella için hazırlanmış bir substratın bileşimi 


Maddeler Miktar (g/l) 
Mg SO, 7H,O 5.0 
KH,PO, 2.5 
NaCl 2.0 

Üre 0.4 
Cacı, 0.022 
NaFe' -Etilendiamin tetraasetat 

(EDTA) 0.004 


5.5. Şapkalı mantarların beslenmesi: Bu mantarlar da klorofil olma- 
ması CO, ve H,O'dan gereksindikleri besin maddelerini yapmalarına 
engeldir. Bu nedenle gelişebilmek ve çoğalabilmek için hazır besin mad- 
deleri bulmak zorundadırlar. /n vitro deneylerde kullanılmak üzere ha- 
zırlanacak bir besiyerinde mantar tarafından bulunması istenilen mad- 
deler Tablo 21'de görülmektedir (Günay, 1971). 


Tablo 21. Mantar için hazırlanmış bir besiyeri (Günay, 1971). 


Maddeler Miktar & 
Şeker 5 

Pepton 1 
MgsoO,.4H,0 0.25 

Ca (H,P0,), 0.25 

Fe İz 


Mantarın üretimi için kullanılan substrat taze at gübresi veya bunun 
sağlanamadığı hallerde ise, saman, sap, hızar talaşı, parçalanmış mısır 
ve koçanlarıdır. Ancak bu maddelere madensel maddeler, organik gübre- 
ler, kan, hatta süt çökeltisi gereksinmeye göre katılmalıdır. Böyle bir 
karışım Tablo 22'de görülmektedir (Günay, 1971). 


Tablo 22. Mantar için üç ayrı grup halinde hazırlanmış bir yapay substratın bileşimi 


Maddeler It samana katılacak miktar 
Kan unu (& 12 N) 50 kg 
Süperfosfat 6." 
I  Jips 1 ilik 
CaSO, 6." 
CaCO, 2" 
MnsSO, 334.80 g 
AL,(S0,), 80.87 ' 
ZnSO, 3544 " 
1 (NH,J),MoO, 35.44 " 
KBr 7.09 " 
FeSsO, 340.20 * 
CuSO, 80.87 " 
H,BO, 35.44 
CrsO, 14.70 ' 
KI 709 " 
Süperfosfat 6.35. 
TI Jips 31.76 " 
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6. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
GELİŞME KOŞULLARI 


6.1. Mayaların gelişme koşulları: Mayaların yaşaması, gelişme ve 
faaliyetleri çeşitli etkenlere bağlıdır. Bu etkenler içeriklerine ve devam 
sürelerine göre mayaların yaşamı üzerine teşvik edici veya durduru- 
cu yahutta öldürücü etki yaparlar. Bundan dolayıdır ki, bu etken- 
leri ve mayanın yaşamında oynadıkları rolleri bilmek ve tanımak ge- 
rekir. Ancak bu sayededir ki, mayaların faaliyetini kontrol etmek, 
istenen iyi özellikleri âzami derecede teşvik etmek ve zararlı etkileri 
mümkün olduğunca önlemek kaabil olur. Bu etkenleri aşağıda sırasıyla 
göreceğiz. 


6.1.1. Su etkeni: Bütün organizmalar gibi mayanın da suya gerek- 
sinimi vardır. Hücrede suyun bulunmasına kesin gereksinim olduğu 
gibi besin maddelerinin erimesi için de yeterli suyun bulunması gerekir. 
Çünkü besin maddeleri ancak suda erimiş bir halde hücre içine geçebi- 
lirler. 


Son yıllarda ağır suyun (D,0) maya üzerindeki etkisi de inceleme 
konusu yapılmıştır. Yapılan bir deneyde D,O'nın ve H,O ile 1:2000 
oranındaki karışımı maya üzerinde herhangi bir olumsuz etki yapmamış- 
tır. Daha yüksek konsantrasyonda ise, D,0'nin hem solunum hem de 
fermantasyon üzerinde zararlı etki yaptığı görülmüştür. Doğal su içerisin- 
de D,O'nin H,O'ya oranı hiçbir zaman 1:5000'den yukarı değildir. Bu 
bakımdan işletme suyu fermantasyon üzerinde olumsuz bir etkide bu- 
lunamaz. Bununla beraber Jung (1963) D,O ile yaptığı bir deneyde nor- 
mal suya göre S. cerevisiae'nin ilk iki saatte daha az tomurcuklanma gös- 
terdiğini, sonradan tomurcuklanma oranının yükseldiğini saptamıştır. 


6.1.2. Oksijen ve redokspotansiyel etkeni: Mayalar aerob karak- 
terdeki türler hariç tutulacak olursa, anoksidatif metabolizma biçimine 
özel bir eğilim gösterirler. Mayanın fermantasyon ve solunum yollarıyla 
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enerji sağlaması birçok hallerde yan yana giden iki olay olarak gözlenir- 
se de havalandırma ile birini diğerine göre daha çok teşvik etmek ola- 
naklıdır. Örneğin maya alkol üretiminde havasızlık nedeniyle faaliyetini 
daha çok fermantasyona, ekmek mayası üretiminde ise, ortamdaki fazla 
hava müvacehesinde daha çok hücre yapımına hasreder. Bu durum ilk 
önce Pasteur tarafından müşahede edildiğinden "Pasteur Etkisi" olarak 
bilinir (Bkz.: 6. Bölüm). Buna göre hava muvacehesinde 1 g maya ku- 
ru maddesi 4-10 g glikozdan meydana gelirken havasız koşulda aynı 
miktar maya 60-80 g glikozdan oluşur. Bu olaydan herşeyden önce ek- 
mek, besin ve yem mayaları üretiminde faydalanılır. 


Maya solunum yaptığı zaman şeker molekülünü CO, ve suya par- 
çalar: 


C,H,O, * 60, -> 6CO, $ 6H,O * 674 Kcal 


Şu halde bu oksidasyonda 674 büyük kalorilik bir enerji meydana 
gelmiş olur. Bu tarz metabolizmayı özellikle #Hansenula, Pichia v.b. 
zar yapan mayalar anoksidatif olana tercih ederler. 


Halbuki bazı mayalar, örneğin bir çok SaccAaromyces-türleri, yal- 
nız çoğalma devresinde havaya, daha doğrusu oksijene gereksinme gös- 
terir ve genel olarak şeker molekülünü oksijensiz olarak parçalamayı, 
yani daima fermantasyonu tercih ederler. 


C,H,,0, -> 2CH, CH,OH $ 2C0, $* 28.2 Kcal 


Buna göre fermantasyonda serbest kalan enerji miktarı solunum ile 
meydana gelen enerjiden çok daha azdır. Bu, solunumdakinin yak. 
1 /24'ünü bulur. Bu bakımdan maya yeteri kadar enerji kazanabilmek için 
çok fazla şeker işlemek zorundadır. Hakikaten de Akman (1964)'a 
göre bir tek maya hücresi, fermantasyonun en kuvvetli devresinde | 
saniyede 10 milyon maltoz veya 20 milyon glikoz molekülü işler. Fakat 
bu durum mayadan mayaya çok değişiklik gösterir. Örneğin ekmek ma- 
yasının solunumu ortama hava verildiği zaman 12 misli arttığı halde, 
fermantasyon faaliyeti I1 /4'e düşer. Buna karşılık ispirto mayasında bu 
fark o kadar belirgin olmayıp havalı bir ortamda solunum yarı yarıya 
yükselirken, fermantasyon çok az düşer. Halbuki zar oluşturan maya- 
lar (Kahmhefen) havasız bir ortamda gelişmeden tamamen kalırlar. Bu 
tip mayalar fermantasyon faaliyeti gösteremezler. Keza aerobik koşul- 
larda fazla miktarda asetik asit üreterek kontaminant olarak bulunduk- 
ları bazı tip biraların (Lambic) tad ve kokusunu bozan Brettanomyces 
mayasında ise, anaerobik koşulların fermantasyonu durdurduğu 1940 
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yılında Custers tarafından gözlenmiştir. Bu olaya "Custers Etkisi" veya 
"Negatif Pasteur Etkisi" denilmektedir (Bkz.: 6. Bölüm). 


Bir mayanın fermantasyon veya solunum yapması hücre redoks 
sistemleriyle ilgili bir husustur. Kimyasal-fiziksel-biyolojik bir karakter- 
de olan redokspotansiyel, bir dereceye kadar bu aerob ve anaerob hücre 
redoks sistemleri arasındaki oranı yansıtır. Diğer bir deyimle maya ya 
indirgeme ya da yükseltgeme durumunda bulunuyor demektir. 


Redokspotansiyel, H-iyonları konsantrasyonunda pH ile ifade şek- 
li kullanılmasına paralel olarak, rH ile gösterilir. rH—0 1 atm. basın- 
cında gaz halindeki H iyonunun indirgeme kuvvetini; rH—-42 1 atm. 
basıncında gaz halindeki O iyonunun yükseltgeme kuvvetini gösterir. 
Redokspotansiyel sınırları 0-42 arasındadır. Buna göre 


rH 25'den yukarı olan değerler yükseltgeme 
rH 15-25 orta alan 
TH 15'den aşağı değerler ise indirgeme alanı olarak kabul edilir. 


Fermantasyon için en uygun rH sınırları 9-15 arasıdır. Daha yük- 
sek rH'larda, örneğin 20-25 arasında, maya solunum faaliyeti gösterir. 
Bu sınırların daha aşağısındaki veya yukarısındaki rH değerleri maya 
için zehir etkisi yapar. 


6.1.3. Sıcaklık etkeni: Isı mayalar için diğer organizmalar gibi bes- 
lenmeyi dolayısıyla gelişmeyi ve çoğalmayı sınırlandıran bir etkendir. 
Çoğunlukla mayaların gelişmeleri ve çoğalmaları 0-45 *C arasında ol- 
maktadır. Bununla beraber bazı mayalar için alt sınır * 8 'C'den, bir- 
çok mayalar için de 0.5 *C'den başlamaktadır. Üst sınır ise çoğunlukla 
34-42 *C arasındadır. Bununla beraber bazı mayalar için bu dereceler 
tehlikeli olabildiği halde, bazıları için bu sınır 47 *C'ye kadar çıkabil- 
mektedir. Optimal sınıra gelince, bu sınır kural olarak üst sınıra daha 
yakın olmak üzere, bundan 5-7 *C daha düşük bir düzeyde bulunur. 
Çoğunlukla 25-30 *C arasında bulunan optimal sıcaklık derecesi 35-37 
"C'ye kadar çıkabildiği gibi, bazı mayalar için 20 *C'ye kadar düşebil- 
mektedir. 


Teknik mayaların optimal sıcaklık dereceleri farklıdır. Bu farklılık 
mayaların teknik koşullara uymalarından (modifikasyon), hatta mutant- 
ların ortaya çıkmasından ileri gelmektedir. Gerçekten Uhl (1960) mayayı 
uzun süre yüksek sıcaklık etkisinde bırakarak, asıl mayadan 10 *C daha 
yüksek sıcaklıkta çalışabilen bir maya mutantı elde edebilmiştir. Op- 
timal sıcaklık derecesi şarap mayaları için 22-27 *C olduğu halde, ek- 
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mek, ispirto, besin ve yem mayaları için biraz daha yüksek, örneğin 
30-34 *C arasında bulunur. Çeşitli mayaların sıcaklık dereceleri 
Tablo 23'de görülmektedir. 


Tablo 23. Mayanın gelişmesi için sıcaklık dereceleri 


SICAKLIK DERECELERİ 
MAYA Minimal Optimal Maksimal 

*G Ve *G 
Saccharomyces cereviside 1-3 27-30 40 
Saccharomyces carlsbergensis 0 25 330 
Saccharomyces cerevisiae var. . ellipsoideus 0.5 30-35 40-41 
Saccharomyces  ellipsoideus (R. Joh. LI.) 0.5 Z 37-48 
Saccharomyces pastorianus si 0.5 a 34 
Saccharomyces intermedius ve validus 0.5 e 39-40 
(past. Il und lll.) 
Saccharomyces marxianus 0.5 — 46.47 
Debaryomyces globosus 5-8 — 41-43 
Hanseniaspora valbyensis 5 ei 32-33 
Saccharomycodes ludwigii 1-5 £ .37-38 
Endomyces capsularis 0.5 25-28 38-5 
Schizoblastosporon starkeyi-herrici 0 25 25-30 
Hansenula suaveolens 3 30 30-35 
Hansenula saturnus (Wil. o saturnus) 2-4 28-30 35-37 
Pichia californica 7-12 28-30 33-39 
Candida mycoderma (Mycod. vini 11) 1-2 22 28-30 
Candida parapsilosis 0 20-25 30 
Torulopsis candida e 22 32 
Torulopsis molischiana 5 22 42 
Torulopsis cacuosa (Tor. co.) 7 25-30 45 
Tarulopsis o callicolusa (Eutor. coll.) 7 25-30 40 
Kheckera apiculata 3 30 35 
Rhodotorula gracilis 5 27 37-42 
Rhodotorula giutinis (Tor. glut.) 0 6-15 47 


Sıcaklığın mayanın gelişmesine ve çoğalmasına olan etkisini . 
pastorianus mayasıyla yapılan bir deneyde daha belirli olarak görmek 
olanaklıdır. Gerçekten de S. pastorianus 13 *C'de yetiştirildiğinde her 
6 saatte, 35 'C'de ise her 3 saatte bir yeni hücre meydana getirmiştir. 
Ne var ki, kültür mayaları bazı hallerde mayanın ı1sı isteğine göre değil, 
tekniğin içaplarına uygun derecelerde çalıştırılırlar. Örneğin alt ferman- 
tasyon tipinde fermantasyon 6-8 *C'de cereyan eder. Bu, fermantasyon- 
un en kuvvetli bu sıcaklık derecesinde olmasından değil, bu derecede 
alışılmış tipde en iyi bira elde olunmasındandır. Hatta dinlenme tank- 
larında cereyan eden fermantasyonda sıcaklık derecesi daha çok düşü- 
rülür (1-2 *C). 


Mayalar için latent sıcaklık derecesi hücrenin vejetatif veya devam 
hücresi (spor) olmasına göre değişir. Örneğin vejetatif hücre 50-60 
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“C'de öldüğü halde, spor 66 “C'y' kadar dayanabilir. Mayanın düşük 
derecelere dayanma kaabiliyeti, diğer mikroorganizmalar için oldu- 
gu gibi, daha yüksektir. Jörgensen (1956) yapılan bir denemede -130 
*C'de 200 saat tutulmuş bir mayanın canlı kalabildiğini ifade etmiştir. 


Sıcaklığın maya metabolizması üzerine etkisi, özellikle teknikte 
kullanılan mayalar bakımından etüd edilmiştir. Sıcaklık çevre koşul- 
larından birisidir. Bunda meydana gelecek herhangi bir değişiklik olu- 
şan metabolizma ürünleri üzerine derin etkiler yapar. Merritt (1966) malt 
şırasında havalandırılmamış fermantasyon da max. maya çoğalmasını 30 
"“C, havalandırılışında ise 35 “C'de saptamıştır. Maya tarafından oluş- 
turulan alkol miktarı 25 *C'de, gliserin ve yüksek alkol oluşumu ise 30 
*C'de en fazla olmuştur. Şarap mayalarıyla ve şarapta Rankine (1965). 
Peynaud ve Lafon-Lafourcade (1966) ve Pamir (1970) yaptıkları dene- 
melerde sıcaklığın asetaldehit, pirüvik ve a-ketoglutarik asit oluşumu 
üzerindeki etkisini araştırmışlardır. Sıcaklık derecesinin 25 *C'den 35 
"C'ye yükseltilmesi asetaldehit miktarını düşürmekte, buna karşın keto 
asitlerin miktarını artırmaktadır. Bu artış bazı maya suşlarında pirüvik 
asitte 7 misli olmuştur. Mayanın yüksek alkol oluşturması üzerine sı- 
caklığın etkisi eskiden beri bilinmektedir. Bunda maya suşunun önemi 
olmakla beraber, Ayrapaa (1970) yaptığı araştırmada sıcaklıkla yüksek 
alkol oluşunda bazı ilişkiler kurulabileceği sonucuna varmıştır. Buna 
göre biyosentetik yüksek alkol oluşu katabolik biçimden daha çok 1sı- 
ya tâbi olmakta, ısının etkisi ise, besiyerindeki azotlu maddelerle ilgili 
bulunmakta ve maksimum yüksek alkol oluşu 28 *C civarında ol- 
maktadır. 


Sıcaklığın hücre büyüklüğü üzerindeki etkisi üzerinde de durulmuş 
ve yapılan araştırmalarda yüksek ısının mayanın parçalama faaliyetini 
artırdığı, buna karşılık hücre yapımını gerilettiği ve bu nedenle hücre 
bölünmesi daha önce olduğundan, hücrenin daha küçük olacağı sap- 
tanmıştır. 


6.1.4. Işık ve ışınlama etkeni: Maya üzerine etki yapan dış etken- 
lerden birisi de ışıktır. Güneş ışığı dolaylı olarak geldiğinde mayaya 
herhangi bir etkide bulunmaz. Fakat aynı ışık direkt geldiğinde gelişme 
durur. Yapılan bir çalışmada maya güneş veya elektrik ışığı altında 
karanlıktakine göre yarı yarıya daha az bir gelişme göstermiştir. 
Kırmızı ışık da karanlık gibi olumlu bir etki yapmıştır. 


Doğrudan güneş ışığının gelişmeyi durdurması morötesi (ultraviyole) 
ışınlardan ileri gelir (4000-400 A“). Gerçekten de 10 saniye süreyle mor- 
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Ötesi ışınlarına arzedilmiş bir maya gelişmesini durdurmuştur. Yapılan 
çalışmalarda en yüksek fungisit etki 2537 “A'da elde olunmuştur. 


Morötesi ışınlarıyla ışınlanan mayanın antiraşitik bir etkiye sahip 
olduğu 1928 senesinden beri bilinmektedir. Işınlandırılmış mayanın bu 
özelliği bileşimindeki ergosterolün morötesi ışınlar etkisiyle Vit. D,'ye 
dönüşmesinden ileri gelmektedir. Bugün Vit. D, üretimi için kullanıl- 
mak üzere mayadan büyük ölçüde ergostrol üretilmektedir. 


Işık vejetatif hücre üzerine olduğu gibi, sporulasyon üzerinde de 
etkili olmaktadır. Alt mayalarla yapılan bir denemede bir maya suşunun 
karanlıkta 9 2, 16 saat ışığa arzedilmiş bir kültür de ise 9 45.5 ora- 
nında askus meydana getirdiği saptanmıştır. Fakat aynı araştırmada 
diğer bir maya suşunda karanlıkta bu oranın 9 42.9'dan ışıkta & 10.5'e 
düştüğü müşahede edilmiş bulunuyor. Bundan maya suşlarında sporu- 
lasyonun ışığa karşı değişik davranış gösterdiği sonucu çıkarılabilir. 


Diğer kısa dalga ışınlara gelince, Gaisch ve KeindI (1963)'in gamma 
ışınları (*C0) ile yaptığı bir denemeye göre, 15 rad'lık “Co-ışınlaması 
mayanın yalnız çoğalmasını durdurmuştur. Ortama © I mg Vit. K.'in 
ilâvesi ise, fermantasyonun da durmasına neden olmuştur. 


6.1.5. Besiyeri ozmotik basıncı etkeni: Maya bulunduğu ortam- 
daki besin maddelerinin konsantrasyonuna karşı bir tepki gösterir. 
Bunu özellikle şeker ve tuz konsantrasyonları için söyleyebiliriz. Her ne 
kadar mayalar yüksek şeker ve tuz konsantrasyonlarına alışabilme kaa- 
biliyetinde iseler de, bunun maya sitoplazma ozmotik basıncıyla fazla 
bir fark göstermemesi gerekir. Aksi halde hücre suyu dışarıya alınmış ola- 
cağından, mayanın hayatı tehlikeye girer. Bu mayalarla yüksek kon- 
santrasyonlarda gelişme gösterebilen "ozmofil mayaları" birbirinden 
ayırt etmek gerekir. Bu sonuncular arasında bulunan Zygosaccharomy- 
ces-türlerinden birkaçının 99 90 (V) şeker konsantrasyonunda dahi 
gelişebildiği saptanmıştır. Mamafih bu tür mayaların çoğunluğu en fazla 
96 40-70, az bir miktarı ise 99 65-70 şeker konsantrasyonunda gelişme 
gösterebilirler. Doğada bunun aksine de rastlanmaktadır. Phaff (1966)'a 
göre obligat ozmofil bir maya olan Eremascus albus iyi bir şekilde geli- 
şebilmesi için en az şeker konsantrasyonununun © 40 olmasını ister. 


Kültür mayaları genel olarak © 20-25 şeker (glikoz) konsantras- 
yonlarında normal faaliyetlerine devam edebilirler. Ancak & 25'den 
yukarı şeker konsantrasyonlarında faaliyetleri yavaşlamaya başlar. 
Nihayet 9 50'yi geçince fermantasyon sonucunda meydana gelen al- 
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kolün de etkisi eklenerek hücre suyunu kaybetmeye başlar (plazmoliz) 
ve bu halin devamı halinde ise ölür. 


Mayaların şeker konsantrasyonuna karşı toleranslarının çok deği- 
şik olduğu yukarıdaki açıklamalardan anlaşılmaktadır. 
Tablo 24'de görmek olanaklıdır. 


Bu durumu 


Tablo 24. Portakal konsantratında bazı mayaların gelişme durumları 


KONSANTRAT B 


(Brix) 


55 


65 


Candida o krusci 


Candida guilliermondüi 
Candida tropicalis var. 


lambica 


Hanseniaspora 


melligeri 


Kioeckera 
Pichia 


Rhodotorula 


lindneri 
Jermentans 
mucilaginosa 
cerevisiae 


Saccharomyces 
Sacchaiomyces 
Saccharomyces 
Trichosporon 

Zygosaccharomyces 
Zygosaccharomyces 
Zygosaccharomyces 
Zygosaccharomyces 
Zygosaccharomyces 


elongasporus 


EXİŞUUS 
Jermentans 


globiformis 
Japonicus 
major 
mellis o aceti 
priorianus 


(acidi) ? 


Mayanın tuz konsantrasyonuna karşı durumu yukarıdakinden biraz 
farklıdır. Şunu hemen belirtmek yerinde olur ki, yüksek şeker konsant- 
rasyonunda gelişebilen bir maya aynı zamanda yüksek tuz konsant- 
rasyonuna karşı da tolerans göstermez. Bir araştırmada & 90 şeker kon- 
santrasyonunda gelişebilen maya suşlarının ancak X& 17.5 gibi düşük tuz 
ortaya konmuştur. Birçok maya, 
bu arada özellikle Debaryomyces cinsine ait türler hemen hemen doymuş 
tuz 


konsantrasyonunda gelişebildikleri 


eriyiğinde gelişebilir. Salamurada fermente olmuş ürünlerde rastla- 
nan bir çok mayalar da ozmofil tipe girerler. Bunlar arasında özellikle 
yüksek tuz konsantrasyonunda hazırlanan siyah zeytinlerden Balat- 
Pichia sp. 9 20-22.5; 
Pichia farinosa, Debaryomyces vini ve Candida pelliculosa & 22.5-25.2 
ve daha yukarı tuz konsantrasyonuna dayanıklı mayaları saymak 
olanaklıdır. 


souras (1966)'ın izole ettiği Candida parapsilosis, 


6.1.6. Metabolizma ürünleri etkeni: Burada metabolizma ürün- 
lerinin mayanın gelişmesi ve faaliyetleri üzerine yaptığı baskılama 


anlatılacaktır. Bu bakımdan maya için özellikle etilalkol, CO, bahis 
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, 


konusu olabilir. Her ne kadar mayanın kendisi bu maddeleri yapmakta 
ise de, maya ancak belli konsantrasyona kadar dayanabilir ve her 
maya için durum başka başkadır. 


Daha & 2.5 etilalkol mayanın çoğalması üzerine etki yapmaya başlar 
ve alkol miktarı 99 12.5 bulunca gelişme durur, fakat fermantasyon faali- 
yeti devam eder. Kültür mayalarından kuvvetli olanları © 18.7'ye değin 
ve hatta çok seyrek olarak © 20.5 etilalkol yapabilirler ki, bu yapabile- 
cekleri âzami etilalkol miktarıdır. Doğal olarak bu yüksek etilalkol ancak 
bazı maya suşları taradından aylar sonra belirli sıcaklık ve şeker kon- 
santrasyonu koşulları altında meydana getirilmektedir. 


Öte yandan etilalkolün maya üzerinde yaptığı etki, sıcaklık ile de 
geniş ölçüde ilgilidir. Denemeler göstermiştir ki, 36 “C'de daha & 5 
etilalkol dahi fermantasyonu durdurmağa yeterlidir. 


Aynı zamanda ortamın reaksiyonu da etilalkolün maya üzerine 
olan etkisinde rol oynar. Örneğin yapay ve tampon maddeleri bulun- 
mayan bir besiyerinin pH değeri 2.3'e düşürüldüğü zaman & 9.2 etilal- 
kolde fermantasyonun durduğu görülmüş; pH derecesi 3-4 arasında ise 
alkol derecesi ancak & 16 olduğu zaman fermantasyon; © 11.7 olduğu 
zaman ise, gelişme durmuştur. 


Yabaani mayalar üzerine etilalkolün etkisi daha başkadır. Örneğin 
Apiculatus mayaları alkol derecesi 99 4-6 olunca faaliyetten tamamiyle 
kalırlar. Mycoderma'llar ise kendileri alkol yapamadıkları gibi, alkol mik- 
tarı 99 12 'den yukarı olan ortamlarda faaliyette bulunamazlar. 


Fermantasyon neticesinde meydana gelen karbon dioksidin kültür 
mayaları üzerine olan etkisi pek az olup ancak 8 atmosfer civarındaki 
bir karbon gazı basıncı fermantasyonu durdurabilir. Kaldıki, pratikte 
bu basınç pek bahis konusu olamaz. Ancak kapalı ve basınca dayanıklı 
kaplarda karbon gazı basıncı fazla yüksek olduğu zaman fermantasyon 
üzerine etki yapmağa başlar ve basınç 8 atmosferi bulduğu zaman maya 
faaliyetini durdurur. 


Buraya kadar olan metabolizma anaerobik karakterde olanıdır. 
Halbuki mayanın aerobik metabolizma ve ürünleri de bahis konusudur. 
Bu ürünler aerobik koşullar altında yüksek konsantrasyonlarda "yan 
ürünler" (By-product) olarak meydana gelebilir ve bazı hallerde geliş- 
meyi durdurucu olabilir. Örneğin, Breftanomyces glikoz veya etil al- 
kolden kendisini öldürecek miktarda asetik asit yapar. 
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6.1.7. pH etkeni: Biyokimyasal olaylarda besiyeri pH'sının büyük 
önemi ve rolü vardır. Mayaların faaliyeti hidrojen iyonları konsantras- 
yonuna sıkısıkıya bağlıdır. 


Mayalar genellikle hafif asit reaksiyonu gösteren ortamlarda çalışır- 
lar. Aşağıdaki Tablo 25'de başlıca kültür mayaları ile bazı yabani maya- 
ların optimal H-iyonları konsantrasyonları gösterilmiştir. 


Tablo 25. Mayalar için optimal pH sınırları 


Maya adı Optimal pH 
Bira mayaları 3.4-3.9 
S5. ellipsoidus 3 

S. cerevisiae 4.4-4.8 
Zygosacch. spp. 4.5 
Candida slellata 4.5 
Willia anomala 4.6 
Torula sp. 5.0 
Torulopsis utilis 6.0-7.0 
Candida lipolytica 6.9-8:0 
Trichosporon veronae 2.9 


Yukarıdaki Tablo 25'den H-iyonları konsantrasyonunun maya üze- 
rinde geniş sınırlar içinde etki yaptığı açıkça görülmektedir. Optimum 
dışında minimum, maksimum hatta letal pH dereceleri de bahis konu- 
sudur. Örneğin Lucchetti ve Tiretti (1970) birkaç maya cins ve türü ile 
bu amaçla yaptıkları bir araştırmada minimum pH değerini Trichos- 
poron veronae ve Saccharomycopsis guttulata için 1.8 ve Saccharomyces 
microellipsoidius için 4.5 olarak; letal pH değerini ise Saccharomycopsis 
guttulata için 1.5 ve Saccharomyces microellipsoideus için 3.4 olarak 
saptamış bulunmaktadır. 


Maya tür ve suşu yanında mayanın çevresindeki pH'ya karşı olan 
tepkisine besiyerinin bileşimi ile diğer çevre ilişkilerinin de etki yaptığı 
bir gerçektir. Örneğin alkol mayalarının meydana getirdikleri alkol 
pH'nın maya üzerine etkisini artıran bir faktördür. Yapılan bir araş- 
tırmada & 5.5-6 alkol içeren bir substratta ekmek mayasının gelişmesi 
ve çoğalması için pH alt sınırının 2.5; fermantasyon faaliyeti için ise alt 
sınırın aynı pH'da W& 7.3 alkol konsantrasyonunda olduğu gözlenmiştir. 
Alkolün pH'nın etkisi üzerindeki rolü ile ilgili olarak yapılan bir deneyde 
ekmekçilik mayasının gelişmesi için 90 5.5-6 alkol içeren bir ortamda 
pH alt sınırı 2.3 bulunduğu halde, fermantasyon & 7.3 alkole kadar 
devam edebilmektedir. Daha yüksek alkol miktarlarında, örneğin 
© 8.5'de gelişme için pH alt sınırı 3.5; fermantasyon için aynı pH'da 
alt sınırı 9 12.6 alkol oluşturmaktadır. Buna benzer gözlemler başka- 
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ları tarafından şeker konsantrasyonunun etkisi üzerinde de yapılmıştır. 
Buna göre & 5 glikoz içeren bir besiyerinde ispirto mayası 2.7-7.4 pH 
arasında şekeri tamamen kullanabilir. Buna karşın & 2.5 glikoz içeren 
bir besiyerinde fermantasyon için aynı mayanın dayanabileceği pH 
sınırları 4-6.4 arasında bulunur ve bu pH derecelerinde ise şekerin an- 
cak W& 80-85'ini fermente edebilir. 


pH'nın mayanın gerek gelişmesi gerekse fermantasyon faaliyetleri 
üzerindeki etkisini düzenleyen dış etkenlerin hepsi bu kadar değildir. 
Bunlar şeker çeşitleri, gelişme maddeleri v.b. etkenlerdir. 


Şeker çeşitleri ile pH değeri arasındaki ilişkiyi göstermek üzere 
ekmek mayası ile yapılan bir deneyin sonuçlarını verebiliriz. Adı 
geçen mayanın gelişmesi glikozlu bir substratta 3-7 pH değerleri 
arasında düz bir çizgi gösterirken, maltoz şekerinde bu çizgi 
3.55-6.0 pH değerleri arasında tepe noktası 4.6 olan bir kubbeyi 
andırır. 


Gelişme maddelerinin pH ile ilişkisine gelince, S. cerevisiae ve Ras- 
se Mile yapılan bir denemede besiyerinin pH'sının düşürülmesi halinde 
aynı gelişmeyi sağlayabilmek için pantotonik asidin konsantrasyonunu 
yükseltmek gerekmiştir. 4.5 pH değerinde pantotenik asidin etkisi 
ortadan kalkmaktadır. B-alanin konsantrasyonu pH değerine uyarak 
yükseltildiği zaman, gelişme 2.55 pH değerine kadar olanaklıdır. Bu- 
rada pH etkisinin ilk nedeni olarak permeabilitede ortaya çıkan deği- 
şim gösterilmektedir. 


pH değişmeleri mayanın metabolizma yolunun değişmesine de ne- 
den olmaktadır. Gerçekten de biracılık mayasının glikozu fermente et- 
mesinde görüldüğü gibi, pH yükselmesi gliserin ve asetik asit oluşmasını 
artırmaktadır. Buna ikinci ve daha açık bir örnek olarak Breftanomyces 
clauseniinin 6.4 pH değerinde etil alkolü yalnız asetik asite kadar dö- 
nüştürebildiği halde, 4.35 ve 3.77 pH değerlerinde asetik asidi CO, ve 
H,O'ya kadar parçalayabilmesini verebiliriz. 


Keza pH değişmeleri mayanın protein miktarına ve şekerden eko- 
nomik faydalanmasına da etki yapmaktadır. Candida reukaufü ile ya- 
pılan bir denemede pH 5.0'den 4.0'a düşürüldüğü zaman protein mik- 
tarında bir artış, şekerin ekonomik kullanılmasında buna uygun olarak 
bir değişme olduğu saptanmıştır. 


6.2. Bakterilerin gelişme koşulları: Besin maddelerinin sağlanmış 
olması her zaman bakterinin beslenmesi için yeterli değildir. Belirli 
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koşullar yerine getirildiği takdirde bakteriler çevrelerinde hazır bul- 
duklar» besin maddelerinden faydalanarak gelişmeye başlayabilirler. 


Bu etkenler başlıca sıcaklık, pH değeri, hava (oksijen), ozmotik 
basınç olarak sayılabilir. 


6.2.1. Sıcaklık etkeni: Bakterilerin sıcaklık istekleri çok değişiktir. 
Bir çok toprak ve su bakterileri için sıcaklık optimumu 20-45 *C ara- 
sında bulunur (mezofilik bakteriler). Halbuki bazı bakteriler, bunlardan 
özellikle spor oluşturanlar için bu optimum 45-55 *C'dir (termofilik 
bakteriler). Buna karşılık deniz bakterileri ve demir bakterileri (Gallional- 
la) için aynı optimum 15-20 *C arasında bulunur (psikrofilik bakteriler). 


Bununla beraber birçok bakteriler 15 *C'nin altında da gelişme 
gösterebilirler. Bakteriler için de optimum sıcaklık dereceleri dışında 
maksimum ve minimum değerler vermek kaabildir. Örneğin bazı psik- 
rofilik bakteriler oda sıcaklığında gelişemez. Ölü materyal üzerinde ha- 
yatlarını sürdüren birçok saprofit mezofilik bakteriler en iyi olarak 
30 “C'de gelişirler. 


Birçok termofilik bakteriler ise 60-70 *C ve hatta daha yukarısında 
gelişme gösterirler. Bakteriler için minimum sıcaklık derecesi de çevre 
koşullarından bir veya daha fazlasının değişme göstermesine tâbi olarak 
oldukça geniş sınırlar içinde bulunur. Örneğin psikrofilik bakterilerin 
gelişmeleri ve çoğalmaları O*C de, mezofilik bakterilerin 5-25 *C arasın- 
da ve termofilik bakterilerin ise 25-45 *C'de durur. 


6.2.2. pH etkeni: Bakteriler pH'nın değişmesine karşı maya ve küf- 
lerden daha hassastırlar. Bu nedenle başta pH'nın optimum bir düzeye 
ayarlanması ve sonra da yetiştirme sırasında sabit tutulmaya çalışıl- 
ması önemlidir. 


Birçok bakteriler yüksek pH değerlerini, hatta hafif alkali bir or- 
tamı tercih ederler. Az sayıda bakteri aside karşı tolerans gösterir. 
Bunlar laktik ve asetik asit gibi asit yapan bakterilerdir. Bununla 
beraber bir bakteri için optimum pH'yı tayinde besiyerinin bileşimi, 
inkubasyon sıcaklığı, besiyerinin ozmotik basıncı v.b. gibi çevresel fak- 
törlerin rolü büyüktür. Diğer taraftan minimum ve maksimum sınırlar 
bazı bakteriler için geniş olduğu halde, bazı bakteriler için dardır. 


6.2.3. Hava (Oksijen) etkeni: Obligat aerob bakteriler için oksijen 
gerekli bir elektron akseptörüdür. Agarplatlar ve derin olmayan sıvı 
besiyerlerinde havaya bağlı olarak gelişebilen bakteriler için yeterli 
miktarda hava vardır. Böyle bakteriler daha derin sıvı besiyerlerinde 
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yalnız yüzeyde gelişebilirler. Sıvı içinde gelişebilmeleri için ortamın ha- 
valandırılması gerekir. Bakteri ancak sıvı içinde erimiş haldeki oksijeni 
alacağından oksidasyon için yeteri kadar oksijenin sıvı içinde erimiş 
bir halde bulunması gerekir. Örneğin | litre su normal basınç altında 
ve 20 *C'de 6.2 ml oksijen içerir. Bu miktar oksijen ise ancak 8.3 
mg glikozun oksidasyonu için yeterlidir. Bu besiyerinde bulunan 
glikozun çok küçük bir bölümüne karşıttır. Bununla beraber mik- 
roorganizmalar çok düşük oksijen konsantrasyonlarına alışabilmekte- 
dirler. 


Anaerob bakteriler için durum yukarıdakinin aksidir. Yani burada 
oksijenin ortamdan uzaklaştırılması bir ön koşuldur. Bu nedenle anaerob 
karakterdeki mikroorganizmalarla çalışılırken havanın alınması için 
vakum desikatörleri, kaynatılmış besiyerleri, havasız kapatılmış kaplar 
bakır-I-klorür gibi oksijen absorbe eden maddelerin kullanılması veya 
besiyerine askorbikasit,tiyoglikolat, sistein ve hattabazı hallerde katılması öngörülür. 


Havaya karşı bakterilerin durumları bu iki ekstrem dışında fakül- 
tatif anaerob ve aerob şekiller de gösterir. Bu ayırım her şeyden önce 
bakterilerin serbest oksijene karşı bağımlılık derecelerini ifade eder. 


6.2.4. Ozmotik basınç etkeni: Bakterilerin büyük bir kısmı besiyer- 
lerinin ozmotik basıncına karşı oldukça tolerans gösterirler. Birçokları 
© 10 elektrolit konsantrasyonuna kadar gelişebilirler. Fakat en iyi 
gelişme hücre içinde ve dışındaki iyon ve molekül konsantrasyonları 
denge halinde bulundukları zaman olur. Bu takdirde her iki solüsyonun 
birbirine göre izotonik olduklarından bahsedilir. Bu denge bazen hücre 
dışındaki sıvının lehine bozulur ve hücre suyu hücreyi terkeder. Bu hüc- 
re içi ve dışı ozmotik basınçlar arasında tekrar bir denge oluşuncaya 
kadar devam eder. Bu dengenin daha fazla bozulması halinde ise, si- 
toplazmik membran sitoplazmik içerikle beraber, hücrenin ortasına 
doğru çekilir. Hücrenin bu durumuna "plazmoliz" denir. 


Şayet hücre ozmotik basıncı daha düşük bir sıvı içinde bulunuyor- 
sa, o takdirde hücre içine girer. Bu durumun ilerlemesi halinde, hücre 
membranı patlar ve hücre içeriği serbest kalır. 


6.3. Küfmantarlarının gelişme koşulları: Fiziksel faktörler küf man- 
tarlarının gelişmesi üzerinde az veya çok etkendirler. Aşağıda bu fak- 
törlerden en önemlileri üzerinde durulacaktır. 
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6.3.1. Sıcaklık etkeni: Sıcaklık metabolizma ile ilgili faaliyetler üze- 
rinde en büyük bir etkendir. 0*C'nin altında gelişme nadirdir. Minim- 
um sıcaklık derecesi bazıları için 8 *C, bazıları için de 8-12 *C'dir. Keza 
40 “C'nin üstünde birçokları gelişemezler. Bununla beraber 60 “C'ye 
kadar gelişmesini sürdüren küf mantarları vardır. Optimum sıcaklık 
derecesi 20-30 *C arasındadır. Bununla beraber Aspergihus ve Rhizopus 
türleri için bu 30-40 “C'yi bulur. 


6.3.2. Hava etkeni: Küf mantarları aerobturlar. Bu nedenle subst- 
ratm yüzeyinde gelişirler. Bununla beraber bazı küf mantarlarının mi- 
selleri substrat içinde de gelişebilir. Küf mantarlarının bu özelliğinden 
rokfor (rougefort) v.b. peynirlerinin yapılmasında istifade edilir. Mucor 
gibi bazı küf mantarları da substrat içinde geliştikleri zaman her za- 
manki gibi spor yapmazlar. Bunun yerine maya benzeri organlar ya- 
parlar ki, buna "Mukor Mayası" denilmektedir. 


6.3.3. pH etkeni: Substratın H-iyonları konsantrasyonu küf man- 
tarları için bakteri ve mayalara göre daha asit tarafta bulunur. Bununla 
beraber pH değeri geniş sınırlar içinde değişir. Örneğin Rhizopus nigri- 
cans 2.2-9.6 pH değerleri arasında gelişebilmektedir. Küf mantarları 
için en düşük pH 1.3 olarak saptanmıştır. 


6.3.4. Işık etkeni: Küf mantarları da bütün diğer mikroorganiz- 
malar gibi doğal ışınlanmaya mâruzdurlar. Bunlar ultraviyole, görüle- 
bilir, enfraruj ve kozmik ışınlar, radyoaktif kalıntıların (decays) ışın- 
larıdır. Bu ışınlanmalar ışınların ve küf mantarının tabiatına göre za- 
rarlı, faydalı veya zararsız olabilir. Doğrudan güneş ışınlarının küf man- 
tarlarının gelişmesini durdurması bu ışının iyonize olmuş ışınlar içer- 
mesinden ileri gelir. Bu iyonize olmuş ışınlardan ultraviyolenin etkisi 
bütün funguslar için 1600 A'da en yüksek bulunmuştur. 


6.4. Şapkalı mantarların gelişme koşulları: Şapkalı mantarlar da bir- 
çokları gibi saprofüittir, yani ölü veya ölme derecesine gelmiş bitki ve 
bitki artıkları üzerinde yaşarlar. Yaşamlarını sürdürebilmek için orta- 
mın ısısı, nemi, havası ve aydınlanması üzerinde bir takım istekleri var- 
dır. Aşağıda bunlar hakkında bilgiler verilecektir (Günay, 1971). 


6.4.1. Sıcaklık etkeni; Mantarın sıcaklık isteği miselin örtü toprağı 
altında gelişmesi sırasında min. 12 *C, opt. 24 *C ve mak. 28 *C'dir. 
Sıcaklığın düşmesi gelişmeyi geriletir. Örneğin sıcaklık derecesi 12-15 
*C arasında bulunduğu zaman, gelişme 28 günde sona erer. Buna karşılık 
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24 “C'de bu süre 14 gündür. Sıcaklığın O'C'ye düşmesi ise, misel üzerine 
öldürücü bir etki yapar. Sıcaklığın 28 *C'nin üstüne çıkması da alınacak 
ürün miktarını düşürür. 30 'C'nin üstünde ise, mantar ölür. 


Mantar miseli gelişmesini tamamladıktan, yani mantar şapkacık- 
larının örtü toprağının yüzüne çıkmaya başlamasından sonra hava 
sıcaklığı 15-16 “C'ye kadar düşürülmelidir. Aksi takdirde ürün ve 
kalite olumsuz yönde etkilenir. 


6.4.2. Nem etkeni: Mantarın optimal bir gelişme gösterebilmesi için 
havanın nemi 9 70-90 arasında bulunmalıdır. Aksi takdirde substrat 
kurur; ürün bozulur ve hatta oluşmaz. 


6.4.3. Hava etkeni: Mantar miselinin oluşması sırasında havaya 
gereksinim çok azdır. Fakat şapkacıkların görünmelerinden başlayarak 
mantarın havaya olan gereksinimi artarak hasat zamanı maksimuma 
ulaşır. Mantar için havada bulunan CO, miktarının 9 0.3' de bulun- 
ması uygundur. © 0.5'i geçmesi ise, ürünü düşürür. Diğer yan- 
dan havalandırma sırasında hava sıcaklığı ve nemininde göz önünde 
bulundurulması gerekir. 


6.4.4. Işık etkeni: Mantarın ışığa gereksinimi olmamakla beraber 
ışıkta da gelişme gösterebilir. Ancak özellikle direkt güneş ışığı kalite- 
nin bozulmasına neden olur. Bu nedenle mantar yetiştirme yerlerinde 
aydınlatma yapay ışıkla yapılmalıdır. 


6.5. Alglerin beslenme koşulları: 


6.5.1. CO, etkeni: CO, alg tarafından fazla miktarda istenildiğinden 
özel bir sorun oluşturur. Örneğin yak. 500 g kuru haldeki Chlorella'nın 
üretimi için yak. 800 gCO,'e gereksinim vardır. I m”den 1 günde 22 g 
alg kuru maddesi üretilebildiği düşünülürse, bu amaç için yalnız havayı 
kullansaydık, bu takdirde gereksinimi karşılamak için 61 750 m 
havanın CO,'inin tamamını kullanmak gerekecekti. Bu nedenle birçok 
araştırmacılar CO,'için havadan başka kaynakları denemişlerdir. 


6.5.2. Sıcaklık etkeni: Sıcaklık da önemli bir etkendir. Doğrudan 
güneş ışığına arz edilmiş olan bir alg süspansiyonu fazla ısınır. Dünyada 
güneşlenmenin fazla olduğu yerlerde hava ve toprak sıcaklığı da yüksek 
olduğundan, ortamın sıcaklığını 38 “C'nin altında tutabilmek için özel 
soğutma sistemlerine gereksinme vardır. Chlorella ve pek çok alg 30 
“C'nin üstünde uzun süre tutulurlarsa ölürler. Bununla beraber 39 *'C 
gibi yüksek sıcaklık derecelerinde gelişebilen CWorel/la suşları izole 
edilmiştir. o Araştırmacılar bu sorunun istenilen sıcaklığa dayanıklı 
Chlorella suşlarının bulunmasıyla çözümlenebileceği görüşündedirler. 


31 


6.5.3. Işık etkeni: Alg yetiştirilmesinde en önemli etkenlerden bir 
diğeri de ışıktır. Alglerin istediği ışık dalga uzunlukları görülen ışık ala- 
nına yakın ve 4000-7000 A arasındadır. Yer yüzüne ulaşan solar radyas- 
yonun yak. & 40'ı fotosentez ve alg gelişmesi için kullanılabilir. 
Bununla beraber alglerin kanalizasyon sularında zamanla daha az ışıkta 
gelişebildikleri ifade edilmektedir. Başka bir bulguya göre de algler 
kanalizasyon sularında inorganik doğadaki substratlara göreceli olarak 
daha az duyarlılık gösterirler. 
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7. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARDA 
BULUNAN ENZİMLERİ 


Bu bölümde teknikte kullanılan mikroorganizmalarda bulunan 
enzimleri sistematik olarak incelemeye geçmeden önce enzimolojinin 
esaslarını göreceğiz. 


7.1. Enzimler hakkında genel bilgi 

7.1.1. Tarihçe: Proteinlerin yaşam sürecinde bir çok işlevleri vardır. 
Bu biyokimyasal rollerden en önemlisi, hiç kuşkusuz, yaşam olaylarının 
dinamik özelliğini oluşturan tepkimelerdir. İşte bu çeşit bir proteine 
"Enzim" (Grekçe "Mayada bulunan") diyoruz. Diğer bir deyimle en- 
zimler yaşayan hücrede cereyan eden tepkimelerin meydana gelmesine 
yardım eden özel katalizatörlerdir. Bir enzimin özel olarak etki yaptığı 
madde ise "Substrat" olarak tanımlanır. 


Enzimlerin bu rolleri ilk defa sindirim ve fermantasyonun mekaniz- 
ması incelenirken ortaya konmuştur. Helmont 17. yüzyılda sindirim ola- 
yını "ferment denilen âmiller yardımıyla meydana gelen besin maddele- 
rindeki kimyasal değişme" diye tanımlamıştır. Kirchhoff 1812'de ni- 
şastanın seyreltik asit müvacehesinde glikoza dönüştüğünü, gene aynı 
aşartırmacı bu olayın yalnız asitle değil, aynı zamanda buğday eks- 
traktı yardımıyla da olanaklı olduğunu bulmuştur. Payen ve Persoz 
1833'de bu enzimi alkolle çöktürerek elde etmiştir. 


Fermantasyon olaylarında enzimin rolü özellikle 1900 civarında 
Edward Buchner'in mayayı cam tozu ile ezerek yahut presle sıkarak elde 
ettiği maya suyuyla bir alkol fermantasyonunu gösterebilmesinden sonra 
anlaşılmış, ve bundan sonra bir çok araştırmalar maya enziminin yapısı 
ve doğası üzerinde yoğunlaşmış ve ilk olarak Summer tarafından 1926'da 
üreaz kristal halde elde edilerek enzimin protein doğasında bir madde 
olduğu anlaşılmıştır. Önceleri bu iddia tenkitle, hatta alayla karşılan- 
mışsa da sonradan Northrop ve Kunitz'in buluşları sayesinde enzimin 
protein doğasında olduğu kuşkunun ötesinde kanıtlanmıştır. 


Summer'in kristal halde enzim eldesiyle beraber enzim araştırması 
yeni bir döneme girmiş oldu. Bu suretle bütün enzimlerin protein doğa- 
sında oldukları belirgin olarak ortaya kondu. Sonra enzimlerin saflaş- 
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tırılması ve yoğunlaştırılmasına ilişkin yöntemler geliştirildi. Daha son- 
raki tarihlerde ise, özellikle fosfat, amino, metil ve asetil gruplarının 
aktarımını yapan enzimler keşfedildi. Hiç kuşkusuz bunlar organizma- 
ların metabolizmalarında çok önemli işlevleri olan enzimlerdi. 


Yeni geliştirilen yöntemlerle de enzimlerin yapısı ve etki biçimleri 
hakkında bilgiler edinmemiz olanaklı oldu. Enzimlerin hücreler ve doku- 
lardaki işlevleri Linderstrom-Lang ve Holter'in çalışmaları sayesinde 
aydınlandı, ve enzimin hücre içindeki yeri belirlendi. Enzimoloji disip- 
lininin gelişmesinde atılan önemli adımlardan biri de, vitamin ve enzim- 
lerin arasında sıkı bir ilişkinin ortaya konulması oldu. Özellikle B-grubu 
vitaminlerin bir enzimin koenzimi olarak enzime bağlı görev yaptıkları 
anlaşıldı. Bu çalışmalara Hopkins, Karrer, Warbug, Richard Kühn, 
Elvehjem, Szent-Györgiyi, Euler ve Myback gibi araştırmacılar katıldılar. 
Bu arada Meyerhof alkolik fermantasyonda ve kaslardaki glikolizde en- 
zimlerin müşterek etkilerini inceledi ve bu olayı şemalandırdı. Her iki 
şema hayret verici derecede birbirine benzemekteydi. Buna benzer bir 
buluşu Krebs, Marteus, Ochoa, Green, Lenninger, Lynen ve diğer araş- 
tırmacılar yaptılar ve karbonhidratın aerob parçalanmasını açıkladılar. 
Bunu yağların ve proteinlerin parçalanmaları izledi. Daha sonra Cori 
çifti ve arkadaşları glikojenin ve nişastanın parçalanmasında rol oyna- 
yan enzimleri izole ettiler. Warburg ve Meyerhof enerjiye gereksinme 
duyulan olaylarda enerji bakımından zengin olan fosfat bağlarının öne- 
mini belirttiler. Bunun mekanizması ise sonradan Lipmann ve Kalckar 
tarafından açıklandı. 


Daha sonraki yıllarda enzimatik tepkimelerden pratikte yararlan- 
ma üzerinde çalışmalar yapıldı. Böylece birçok enzimatik tepkimeler 
endüstride kullanılmaya başlandı. Bunun kadar önemli olmak üzere 
enzimolojiden tıp bilimi de yararlandı. Kandaki bazı enzimlerin bileşim- 
lerindeki değişikliklerin belirli patolojik durumların ortaya çıkmasına 
neden olduğu klinik bulgularla saptandı. Böylece ilk olarak tıpta enzim 
preparatlarının kullanılmasına başlandı. Bunu enzim preparatlarının 
endüstride kullanılması izledi. Bu gün fermantasyon olaylarına dayalı 
bazı endüstri kollarında ticari enzim preparatları yaygın olarak kullanıl- 
maktadır. Bunun "tutuklanma" (immobilizasyon) tekniğinin gelişim- 
iyle ve ekonomik koşullar elverdiği takdirde giderek daha büyük düzey-, 
lere ulaşacağı olasıdır. 


7.1.2. Enzimlerin doğada bulunduğu yerler: Enzimler bütün canlı 
hücrelerde bulunur. Bu her enzimin aynı miktar ve çeşitte her hücrede 
bulunacağı anlamına gelmemelidir. Bilâkis hücreden hücreye büyük fark- 
lılıklar vardır. Diğer taraftan enzimlerin bazıları yaşayan hücrede etki ya- 
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pacağı madde, yani substrat bulunsun veya bulunmasın mevcutturlar. 
Bunlara "habitüel" veya "konstitütif" enzimler diyoruz. Halbuki, bazı 
enzimler ancak gerekli oldukları veya kendilerini indükliyen madde- 
lerin ortamda bulunması halinde oluşurlar. Bunlara da "adaptif" enzim- 
ler diyoruz. Bir mikroorganizmanın, her zaman bulunmayan bir mad- 
denin bulunduğu bir besiyerinde yetiştirildiği ve bu durum bir çok defa 
tekrarlandığı zaman, o maddeyi parçalayabilmesi olayı, yeniden bir en- 
zimin oluşuyla açıklanabilir. Gerçekten de bu enzim o substratın besi- 
yerinden çıkarılmasıyla tekrar kaybolur, fakat bunun için uzun bir za- 
manın geçmesi gereklidir. Örneğin B-galaktozidaz enzimi, Escherichia 
coli laktozun bulunduğu bir besiyerinde yetiştirildiği zaman, ortaya çık- 
maktadır. Teorilere göre bunun gibi enzimler yeniden olmayıp hücrede 
çok az miktarlarda bulunmakta, fakat sonradan aktif hale geçmektedir- 
ler. 


Diğer taraftan takriben 100 yıldan beri enzimlerin, Louis Pasteur 
de dahil, bir çok araştırmacılar tarafından hücreye bağımsız (ekto enzim) 
ye hücreye bağımlı (endo enzim) olmak üzere iki halde bulundukları 
ortaya konulmuştur. Örneğin nişastayı parçalayan ve hücreye bağımlı 
olmayan enzim hücre dışına çıkarak hücreden içeri giremeyen büyük 
moleküllü nişastayı parçalayarak hücrenin ondan faydalanmasını sağ- 
lamış olur. Halbuki, bütün fermantasyon enzimleri hücreye sıkı sıkıya 
bağlı enzimler grubuna dahildirler. 


Evvelce hücredeki enzim miktarının pek az olduğuna inanılmıştı. 
Halbuki, bugün hücre proteininin büyük kısmının enzim proteinine ait 
olduğu, hatta Myrbâck'e göre, karaciğerin total proteininin enzimden 
ibaret olduğu saptanmıştır. Kaslarda ise eriyebilir proteinin en az 
yarısını enzim proteini oluşturur. 


7.1.3. Enzimlerin hücre içinde bulunduğu yerler: Hücre içindeki 
belirli merkezler enzim oluşundan sorumludur. Bu merkezler çekirdek, 
mitokondrinler ve mikrozomlardır. 


Hücre çekirdeği genetik yapının ilk maddesi olan desoksiribonükleik 
asit (DNA) içerir. DNA gerek enzim sentezinde, gerekse protein sente- 
zinde önemli rol oynar. Hücre çekirdeği gen materyali üreten ve genetik 
informasyonun aktarımını belirleyen enzimleri içerir. 


Sitoplazmada çoğunlukla uzun biçimlerde ve âdi ışık mikroskop- 
larında görülebilen mitokondrinler enzimce çok zengindirler.Özellikle 
bunlar solunum, yağ asidi aktarımları yapan ve sitrik asit çevrimine 
dahil enzimlerdir. 
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Mikrozomlar ise yuvarlak biçimde organlar olup ancak elekton 
mikroskopta görülebilirler. Özellikle ribozom tipleri fazla miktarda enzim 
içerirler. Bu enzimler protein sentezinde görev alırlar. 


Bu esas enzim yerleşim yerlerinden başka bazı bakterilerde bulu- 
nan kromatoforlar fotosentez olayının katalizatörlerini taşırlar. 


7.1.4. Enzim proteinin bileşimi: 1926'da ilk defa Summer tarafından 
kristal halde elde olunan üreazın ve bundan birkaç yıl sonra Northrop 
ve ark. tarafından pepsin ve tripsinin kristalleştirilmesi ile başlayan bu 
çeşit çalışmalar sonunda bugün 100 kadar enzim kristalleştirilmiş bu- 
lunmaktadır. 


' Bugüne kadar enzimlerde genellikle proteinlerde rastlanan 18-19 
adet L-x-amino asit saptanmış bulunmaktadır. Amino asitlerin miktarı 
da proteinlerdeki miktarlardan büyük bir fark göstermektedir. Birkaç 
olayda amino asit miktarı alışıldığından fazla saptanmışsa da, buna 
fazla bir önem verilmemiştir. 


Birçok enzimlerin 4-5 amino asitlik dizelerinde mutlaka serin ami- 
no asitinin bulunuşu dikkati çeken bir husustur. Örneğin 


a-Kimotripsinde -Gli. Asp. -Ser. -Gli. -Gili. 

Tripsinde -Gli. -Asp. -Ser. -Gili. 

Karaciğer esterazında -Gli. -Glu. -Ser. -Ala. -Gili. 
bulunmaktadır. 


Aynı etkiyi gösteren enzimlerin proteinleri bileşim bakımından 
kısmen farklı olabilir. Bu, amino asitlerin çeşit ve miktarlarındaki de- 
gişiklikten ileri gelir. Ayrıca müşterek orijini olan enzimler etki bakı- 
mından aynı, kimyasal ve fiziksel özellikleri bakımından da benzer 
oldukları halde, bir birine benzemeyen protein içerebilirler. Bazı araş- 
tırmacılar böyle durumlarda "izoenzim" deyimini kullanmaktadırlar. 


7.1.5. Enzim aktif merkezi: Enzimlerin aktifliği enzimin protein 
molekünün belirli ve küçük bir kısmıyla ilgilidir. Enzimin bu kısmının dı- 
şında kalan yerin uzaklaştırılması veya önemli bir ölçüde bir değişikliğe 
uğraması enzimin aktivitesi üzerine herhangi bir etkide bulunmaz. 


Yalnız aminoasitlerden oluşmuş bir enzim proteininin aktif merke- 
zinde veya alanında aminoasitlerden ibaret bir dizenin (seguence) bulu- 
nacağı doğaldır. Fakat aktif merkezlerini yalnızca polipeptit zincirindeki 
özel bir amino asit dizesiyle tanımlamak doğru olamaz. Tersine enzimin 
bu kısmında substratlarla birleşmeyi ve sonra onu parçalamayı sağla- 
yabilmek için, bir veya daha çok sayıda polipeptit zincirlerinin bulun- 
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ması gereklidir. Bunun böyle olduğu enzimin termal inaktifleşmesi sı- 
rasında ortaya çıkan denatürasyonun enzim aktif kısmında da olması, 
yani bu kısmın daha yüksek bir strüktüre sahip olması ile anlaşılır. 


Birçok enzimler basit olarak bir proteindir, yani yalnızca amino 
asitlerinden yapılmışlardır. Bazı enzimler ise proteittir, yani amino 
asitlerinden başka prostetik gruplar içerirler. Bunlar bir dereceye kadar 
aktif merkez olarak düşünülebilir. Bu takdirde enzim molekülünün po- 
lipeptit kısmı asla önemsiz demek değildir. Bu, prostetik grubu proto- 
hemin olan katalazın aktivitesinde görülebilir. Şöyle ki, prostetik grubu 
ile beraber katalaz dakikada 10” Mol substrat parçalayabilirken, proto- 
heminsiz yalnız başına dakikada ancak 10 Mol substrat parçalayabilir. 
Keza prostetik grupların "etki grubu"olarak tanımlanması halinde dahi, 
enzimlerin protein kısımlarının enzimin aktiflik derecesini ve substrata 
özgül oluşunu tayin ettiği kabul edilmeli, fakat bir enzimin aktif 
merkezinden söz edildiği zaman, bu bir prostetik grup olarak değil, 
tersine enzim aktivitesi kaybedilmeden herhangi bir değişikliğin 
yapılamayacağı bir "protein alanı" olarak düşünülmelidir. 


7.1.6. Enzimin yapısı ve etki biçimi: Enzimlerin etki biçimlerini 
daha iyi anlayabilmek için önce enzimin kimyasal yapısı üzerinde dur- 
mamız gerekir. 


Daha öncede belirtildiği gibi, enzimler biyokimyasal tepkimeleri 
katalize ederek bu olayların daha sür'atli cereyan etmelerini sağlayan 
proteinlerdir. O halde enzimlerin yapısından bahsedildiği zaman, aynı 
zamanda proteinlerin kimyasal yapısı kastedilmiş olmaktadır. Protein- 
lerde yer alan 21 amino asit çeşitli kombinasyonlarla dizilmekte ve bin- 
lerce aminoasitten oluşan ve molekül ağırlığı yüzbinlere ulaşan bir zincir 
oluşturmaktadır (Şekil: 88 ve 89) Enzimlerin molekül ağırlıklarının da- 
ha iyi anlaşılabilmesi için aşağıda Tablo 26 verilmiştir (Pekin, 1979): 


Enzim proteinlerinin yapısı 3 ayrı şekil gösterir; Primer, se- 
kunder ve tersiyer yapı şekilleri. 


a) Primer yapı şekli: Burada, enzimi oluşturan farklı amino 
asitlerin peptit bağları ile yan yana dizilişlerindeki sıralanma anlaşıl- 
maktadır. Amino asitler yan yana gelerek Şekil: 90'da görüldüğü gibi, 
peptit bağı oluşturarak bağlanır ve zinciri oluştururlar. 


Bu protein molekülü, miyoglobinde olduğu gibi, bir peptit zincirin- 
den veya insulin ve hemoglobinde olduğu gibi, bir kaç peptit zincirinden 
oluşabilir. Bu zincirler birbirleriyle kovalan bağlarla (Disülfit insülinde) 
veya moleküller arası kuvvetle (Hemoglobin) bir arada tutulurlar. 
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Şekil: 88. Ribonükleaz enziminin yapısı. Sayılar amino asitlerin protein molekülündeki zincir 
sırasını; kısaltılmış kelimeler ise amino asit türlerini (Ala— Alanin, His—Histidin v.b.); siyah 
dolgular da peptit zincirleri arasındaki bağlantı yerlerini göstermektedir (Pekin'e 1979). 


Şekil; 89 Kimotripsin ve lizozim enzimlerinin yapıları (Pekin'e göre). 
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Şekil: 90 Peptit bağı (Hoffman- Ostenhof'a göre) 


Tablo 26. Bazı enzimlerin molekül ağırlıkları 


Enzim Molekül Enzim Molekül 
ağırlığı ağırlığı 
Hidrojenaz 9 000 Kreatin kinaz 81.000 
Sellülaz 11 000 Heksokinaz 96.600 
Kibonükleaz 12 700 
Acil fosfataz 13 000 Katekol oksidaz 100 000 
a-Amilaz 15 500 Lüsiferaz 100 000 
Muramidaz 17 000 Alkalin fosfataz -100 000 
Papain 20 700 Lipoksijenaz 102 000 
Muramidaz 17 000 Arjinaz -140 000 
(Değişik kaynaklı) Glükozfosfatizomeraz 145 000 
Askorbat oksidaz -150 000 
a- Kimotripsin 23 000 Aldolaz 159 000 
Tripsin 23 800 Laktat dehidrojenaz 170 000 
Karbonik anhidraz 34 000 D-Amino oksidaz 182 000 
Karboksipeptidaz 34 300 Süksinat dehidrojenaz -200 000 
Pepsin 35 000 Katalaz 225 000 
Peroksidaz 40 000 Ksantin oksidaz 290 000 
Rennin 40 000 Glütamat dehidrojenaz 1 000 000 
Kimopapain 45 000 Pirüvat dekorboksilaz >1 000 000 
Malat dehidrojenaz 52 000 
Anorganik fosfataz 63 000 


b) Sekunder yapı şekli: Bu şekil peptit zincirlerinin hidrojen 
köprüleriyle bağlanmalarıyla ya katlanmış bir sayfa (Şekil: 91) yahut 
bir eksen etrafında sarılmış, yani sarmal (helix) (Şekil: 92) biçimlerde 
ortaya çıkar: 
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Şekil: 91 Katlanmış sayfa biçiminde peptit zinciri. 


c) Tersiyer yapı şekli: Bütün molekül içinde birçok zincir veya 
zincir parçalarının sıralanması halinde tersiyer yapı şekli ortaya çıkar. 
100-1000 amino asitten oluşan peptit zinciri yalnız skleroprateinlerde 
bulunur. Enzim proteinlerinin de dahil olduğu sferoproteinlerde ise, 
peptit zincirleri katlanmış sayfa veya a-sarmal olarak diziler halinde 
ve birbirlerine çeşitli köprülerle bağlanarak yumak şeklini alırlar ve 
dolayısıyla 3 boyutlu bir sistem oluştururlar. Bu yumaklar amino asitlerin 
yan dallarının oluşturduğu şekillerdir. Bu yan dallar: R-SH, R-CHZ3, 
R-COOH, R-NHZ3, R-S-S-R, histidin v.b. dir. Enzim proteinlerinin bu 
3 boyutlu oluşumunda ağır metaller, fosfotitler v.b. de rol oynarlar. 


Tersiyer yapı şekliyle proteinin katalitik işlevi, substrata özgül 
oluşu ve etkenliği arasında çok sıkı bir ilişki vardır. Tersiyer yapıda 
az veya çok meydana gelen bir değişiklik enzim aktivitesinin kaybına 
neden olur. Bu ise proteinin "denatürasyonu" demektir. 


Denatüraşyon şu hallerde ortaya çıkabilir: 


a) Kimyasal denatüraşyon: Bundan ağır metaller, asitler, alkaliler, 
organik çözücü maddeler, derişik ürik asit ve guanidin eriyikleri, salisilik 
asit, deterjanlar v.b. rol oynarlar. 


b) Fiziksel denatüraşyon: Isı, dondurma, ışınlama, pH değişiklik- 
leri ve tuz miktarı v.b. âmiller rol oynarlar. 


Enzimlerin yapısı üzerinde yukarıda verilen bilgilerden sonra enzim- 
lerin substratla bağlantı yerleri üzerinde de durmamız gerekir. 
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Şekil: 92. Sarmal peptit zinciri (Hoffmann-Ostenhof'a, göre) 


Enzimler birden fazla bağlantı yerlerine sahiptirler. Bu yerler ola- 
sılıkla enzimin çeşitli kısımlarındadır. Bağlantı yerinin substratla ve 


aktivatörle tam olarak işgal edilmesi aktiviteyi maksimuma çıkarır. 
Aktivatör olarak metabolizma ara ürünlerim ve kofaktörleri verebiliriz. 


Bu enzimin aktif ve inaktif şekilleri Şekil: 93'de şematik olarak gös- 


terilmiştir. 
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Aktif durum inartıt durum 


Şekil: 93 Bir enzimin aktif ve inaktif durumlarını gösteren şema. 


İnaktif durumda görüldüğü gibi, inhibitör enzimin yapısını bozarak 
substrat ve aktivatörlerin bağlanmalarına olanak vermez. 


Enzimlerin etki şekillerine gelince, bu konuda örnek olarak ribo- 
nükleazı ele alacağız. Enzim molekülü 124 amino asit içeren bir kaç 
polipeptit halkasından ibarettir. Protein mevcut amino asitlerin 17'sini 
içerir; triptofan yoktur. Alifatik hidroksiaminö asitlerce (serin, treonin) 
zengindir. 


Molekül 4 disülfit köprüsünün oluşturdukları 8 sistem içerir. Ri- 
bonükleaz molekülü hemen hemen küreseldir. Bu polipeptit halkaları 
birbirleri üzerine katlanmış ve birbirine sıkı sıkıya girmiştir. Bu yapı 
stabildir. Örneğin ribonükleaz zayıf asit ortamda 95 “C'ye değin 
ısıtıldığı zaman, inaktifleşmez. Fakat bu 4 disülfit köprüsü ti- 
yoglikolik asitle indirgendiği zaman ribonükleazın aktivitesi tamamen 
kaybolur. Fakat indirgen madde havayla yeniden okside edildiği tak- 
dirde, enzim aktifliği hemen hemen & 100 eski halini alır. 


Bu disülfit köprüleri enzim aktifliğinde aynı derecede sorumlu de- 
ğildirler. Örneğin ortamdaki bir disülfit bağlantısı indirgenirse, aktiflik 
hafif düşer. Bazı hallerde enzim molekülünün büyük bir kısmı aktifliğe 
herhangi bir zarar vermeden uzaklaşabilir. Papain üzerinde yapılan bir 
araştırmada doğal papain molekülü 185 amino asidi içeren bir tek poli- 
peptitten meydana gelmiştir. Kristal haldeki papainin Hg ile olan tuzu 
bir aminopeptidazla muamele edilirse, N ile sonuçlanan gruplardan baş- 
layarak polipeptitler kalır. Hg bu kısımdan uzaklaştırıldığı takdirde, 
bu kısmın, ki enzim bütününün & 40'ını kapsar, doğal enzim kadar ak- 
tif olduğu görülür. Enzimin özgül oluşu ve pH ile ilişkisi her iki halde 
de aynıdır. Bu papain molekülünde 76 C ile sonuçlanan amino asitinin 
aktif merkez ve geriye kalan 9 60 kısmın enzim aktivitesi için gereksiz 
olduğu anlamına gelir. 
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Papainin aktifliği için enzimin aktif merkezinde bir sülfhidril ve 
iyenize olan bir karboksil grubunun bulunmasına kesin gereksinim var- 
dır. SH-grubu belli sülfhidril indikatörleri ile muamele edildiği takdirde 
artık nitroprüssit tepkimesi göstermez. Bundan SH-grubunun serbest 
olmadığı ortaya çıkar. SH- ve karboksilat gruplarının birbirine bağlı 
olduğu ve bu kesimdeki esterleşmenin papain aktifliğine bir aşama ol- 
duğu kabul ediliyor. Denatürasyonda ise, bu iki grubun birbiriyle teması 
artık mümkün değildir. Çünkü tersiyer yapı çözülmüştür. 

7.1.7. Enzim aktifliği: Bir enzimin katalize ettiği tepkimeyi basit 
olarak 


şeklinde gösterebiliriz. Burada (S) substratı, yani tepkimeye giren mad- 
deyi, (E) enzimi ve (Ü) oluşan ürünü temsil etmektedir. Bir enzi- 
matik tepkimenin hızı enzimin aktifliğiyle sıkı sıkıya ilgilidir. Enzim 
aktifliği ölçülürken enzimlerin saf olması ve aynı zamanda aktifliğini 
tamamen veya kısmen kaybetmemiş olması gerekir. 

Enzimin aktifliği "dönüştürme sayısı" (turn over) ile ifade edilir ve 
I Mol aktif enzim tarafından birini zaman (dakika veya saniye) içinde 
ürüne dönüştürülen substratın Mol sayısı olarak tanımlar. Doğal olarak 
dönüştürme sayısı çevre ilişkilerinden etkilenir. Bunlar ilerde ayrıntılı 
olarak görülecektir. Bu nedenle dönüştürme sayıları biyolojik koşullar- 
daki parametrelere göre verilir. Aşağıda verilen Tablo 27'de çeşitli en- 
zimlerin yaklaşık dönüştürme sayıları görülmektedir (Pekin, 1979): 


Tablo 27: Çeşitli enzimlerin yaklaşık dönüştürme sayıları 


Enzimin adı Dönüştürme sayısı (Dak.) 
Alkol dehidrojenaz 7 000 
a-Amilaz 19 000 
Üreaz 460 000 
Fosfotriyoz-İzomeraz 1 000 000 
Katalaz 5 000 000 
Kolinesteraz 20 000 000 


Enzim özgül aktifliğini tanımlamak için dönüştürme sayısı yerine 
"enzim birimi'" (enzim ünitesi) de kullanılabilir. Buna göre I enzim birimi 
(1. E.B. veya 1. E.U.) dakikada I g#M substrat dönüşümünü katalize 
eden mg olarak enzim miktarıdır. Enzim birimi optimum sıcaklık ve 
pH-değerine göre hesaplanırsa da, pratik çalışmalar için çoğu kez 25 *C 
önerilmektedir. Ticari enzim preparatlarının şişe etiketlerinde enzim 
birimi tayininde esas olan sıcaklık, pH, kullanılan substratın adı ve yön- 


tem v.b. koşullar açıklanır. 
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7.1.8. Enzim özgüllüğü : Enzimlerin özgüllüğünü şu şekilde 
tanımlayabiliriz: Anorganik katalizatörler, örneğin Ni, Pl ve Pd birçok 
tepkimeleri katalize ettikleri halde, enzimler etkide bulundukları 
substrata özgüldürler. Ancak bu özellikle şu şekillerde kendini gösterir: 


a) Substrat özgüllüğü: Buna örnek olarak üreazı verebiliriz. Üreyi 
NH, ve CO,'e parçalayan bu enzim yalnız bu madde üzerine etki yapar. 


b) Grup özgüllüğü: Bu tip özgüllük yukarıdaki kadar değildir, yani 
bu enzimler karbonhidratlar ve proteinler gibi bir grup substratı parça- 
larlar. Örneğin karbohidraz ve proteaz gibi. 


c) Sfereokimyasal özgüllük : Buna örnek olarak a-glükozidazı vere- 
biliriz. Bu enzim a-glükozit bağlarını maltazda olduğu gibi parçalayabil- 
diği halde, B-glikozit bağlarını parçalayamaz. Diğer bir örnek &-amino 
asit oksidazlar ancak L-formundakilere etki yapabildikleri halde, D-for- 
mundakilere başka enzimler, örneğin D-amino asit oksidazları etki 
yapabilirler. 


d) Orantılı özgüllük: Buna B-glükozidaz enziminin bazı 6 -glikozit- 
leri diğerlerine nazaran daha hızlı parçalayabilmesini örnek olarak vere- 
biliriz. 

Aşağıdaki Tablo 28'de bazı enzimlerin özgül oldukları tepkimeler 
görülmektedir (Pekin, 1979): 


Tablo 28. Bazı enzimlerin özgül oldukları tepkimeler 


Enzimler Katalize ettiği reaksiyon 


Adenozin deaminaz 
Adenozin-5-fosfataz 
Adenozin fosfokinaz 


Adenozin * H,0 - İnozin * NH, 
Adenozin-5-fosfat -—- Adenozin * Fosfat (P.) 
Adenozin * ATP -—-*AMP * ADP 


Adenozin trifosfataz 
Akonitaz 

Akonitik hidraz 
Aldolaz 


Alkalin fosfataz 

Alkol dehidrojenaz 

Amino asit dekarboksilaz 
Aminobütirik glütamiktransaminaz 


Arginaz 

Arginin fosfokinaz 

Asetil kolinesteraz 
Asetoasetat dekorboksilaz 
Asparginaz 

Barbitüraz 

Beta Glükuronidaz 


D-Amino asit oksidaz 


ATP * P,0--ADP * Fosfat (Pa) 

Sitrat -» Cis-Akonitat - D-İzositrat 

Cis-Akonitat * H,O-» Sitrat 

Früktoz - 1,6 - difosfat -- Dihidroksi aseton fosfat 
* D - Giliseraldehit - 3 - fosfat 

Ortofosforik monoester * H,O-> Alkol * H PO, 
R- CH, OH $* NAD—R-CHO $* NADH, 
RCHNH,COOH --RCH,NH, t* CO, 

Y - Aminobütirat * &- Ketoglüterat — Süksinik 
semialdehit * Glütamat 

Arginin * H,G>- Ornitin * Üre 

Arginin * ATP —- Fosfo-arginin * ADP 

Asetil kolin * H2OAsetat * Kolin 
Asetoasetik asit — Aseton * CO, 

L-Aspargin * H,O-» L-Aspartat * NH, 
Barbitürat * 2H,0 -> Üre * Malonat 
B-D-Glikoz * H,0 -> D-Glikoz $ Alkol * D- 
Glükuronik asit 

RCHNH,COOH $ O, * HJ)0 -*» 
* NH, t HO, 


RCOCOOH 
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Formaldehit dehidrojenaz 
6-Fosfoglikonat dehidraz 


Fosfolipaz A 
Fosfolipaz C (Lesitinaz C) 
Galaktoz oksidaz 


Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz 


Gliserol dehidrojenaz 
Glikosyamin-fosfo-kinaz 
Glükoz-6-fosfat dehidrojenaz 


Glükoz oksidaz 
Glütaminaz 

Guanaz 

Heksokinaz 

Histidaz 

Histidin dekarboksilaz 
Anorganik profosfataz 
İnsülinaz 
Karboksipeptidaz 


Karbonik anhidraz 
Katalaz 

Kolinesteraz 

Kreatin kinaz 
Ksantin oksidaz 
Laktat dehidrojenaz 
L-Amino asit oksidaz 


Lipaz 
Lipoksidaz 


Lusiferaz 

Malat dehidrojenaz 
Myokinaz 

Nitrat redüktaz 
Nitrit redüktaz 
Okzaloasetik dekarboksilaz 
Okzalat dekarboksilaz 
Pektin esteraz 
Penisilinaz 

Pepsin 

Polifenol oksidaz 


Proteiuaz 

Pridoksal kinaz 

Siilfataz 

Süksinik semialdehit dehidrojenaz 


Transaminaz 


Tripsin 
Üreaz 
Ürikaz 


Tablo 29'un Devamı 


NAD* * H.CO - HCOOH * NADH * H* 
5-Fosfoglikonat -—» 3 - Keto-3-deoksi-6-fosfogliko- 
nat * H,0 

Lesitin * H20-—> Lisolesitin * Doymamış yağ asidi 
Lesitin * H,O »> Lisolesitin * Fosforilkolin 
D-Galaktoz * 0. — D-Galakto-heksodialdoz * 
H.O, 

Gliseraldehit-3-fosfat - NAD' * Pa-—-1,3-Difos- 
fogliserat NADH * H' 

Gliserol * NAD ww Dihidroksiaseton * NADH, 
Glikogyamin — P - Gükosyamin 

Glükoz-6-fosfat - NADP —» 6-Fosfoglikonat * 
NADPH * H' 

Glükoz * H,0 * 0,—>Glikonik asit * H,0, 
Glütamin -> Glütamik asit * NH, 

Guanin * H,0— Ksantin * NH, 

ATP * Heksoz—-ATP * Heksoz - 6 - fosfat 
L-Histidin »Ürokanik asit * NH, 

Hisiidin » Histamin * CO, 

HP,0,- * H,0-—*2HP0,- * Ht 

Insülin'in hidrolizi 

R-CONH-CHR COOH t* H,0 —> R-COOH * 
H,NCHR COOH 

CO, * H,O-*H,CO, 

2H,0, »2H,0 * 0, 

Açilkolin * H,0-—»* Kolin * Asit 

ATP * Kreatin-*ADP * Fosfokreatin 

Ksantin * H,0 * O—-Ürat * H.O, 

Piruvat * NADH,-»* Laktal * NAD* 

RCHNH, COOH * O, $ H,0 — RCOCOOH * 
NA, $# HO, 

Trigliserit *- H,0 ->- Digliserit * Yağ asidi 

- C-CH— CH, — CH -—CH -t0.->-CH 
— CH-CH-—CH-CH-OOH 

FMNH, $* RCHO * 0, Işık 

L-Malat * NAD' — Oksoasetat * NADH, 
ZADP--ATP * AMP 

NADPH * H'*NO,—>NADP * NO, 
Nitrit -- Hidroksilimin 

Okzaloasetik -—» Pirüvik asit 

HOOC - COOH — HCOOH * CO, 

Pektin * H,0 —> Peklik asit * CH,OH 
Penisilin * H,0 — Penisilloik asit 

Peptit bağlarının hidrolizi 

Monofenol * Ze * 0,-»0 difenol 4- 0— 
2 0 - difenol * 0.--2 0 - Kinon - 2H,0 
Proteinlerin hidrolizi 

Pridoksal * ATP -> Pridoksal - 5 - fosfat * ADP 
Fenil sülfatlar —- Fenoller 4- Sülfat 

Süksinik semialdehit *- NADP' —> Süksinat * 
NADPH 


* H,O 


R-C-NH,R'COOC--)HRCOCOOH * 


COOH 
Peplit bağlarının hidrolizi 
(NH,),CO * 3H,0—C0, * 2NH,0H 
Ürat * 0, * 2H,0-—»Allantoin * H,0, * CO, 


R'CHNH,COOH 
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7.1.9. Enzim ve çevre ilişkileri. 


7.1.9.1. Enzim ve sıcaklık: Enzimatik tepkimelerin hızı sıcaklığın 
yükselmesiyle her 10 *C'de takriben iki katına çıkar. Fakat bu durum, 
maksimum bir noktaya eriştikten sonra, enzim proteininin denatüras- 
yonu nedeniyle, birden düşmeye başlar ve enzim çoğunlukla tersinmez 
olarak inaktifleşir. 


Her enzimin kendine özgü maksimum ve minimum sıcaklık derece- 
leri vardır, ve optimal sıcaklık dereceleri çoğunlukla 35-55 *C arasında 
bulunur. 60-100 *C'ler arasında ise yukarıda bahsolunan tersinmez 
inaktifleşmeler ortaya çıkar. Ancak sıcaklığın etkisi enzimin kuruluk 
derecesiyle değişir. Örneğin kuru haldeki rennin 158 *C'de büyük ölçü- 
de bozulmadan kalabilmektedir. 


Diğer taraftan enzimin sıcaklığa karşı olan duyarlılığı ortamın 
pH'sı ile çok sıkı ilişkilidir. Bir çok hallerde optimum pH stabilitesi 
optimum pH aktifliği ile uyum halindedir. 


Bazı maddelerin ortamda bulunuşu da bu duyarlılık üzerinde etkili 
olabilir. Bunlar aktifleştirici veya durdurucu yönde olmak üzere iki 
şekilde etki yaparlar. Diğer bir etken enzimin saflık derecesidir. Çok saf 
enzim ısıya karşı daha duyarlıdır. Keza enzimin substratla beraber oluşu 
enzimin dayanıklığını artırır ki, bu durum enzimin aktif merkezinin ısıya 
karşı daha duyarlı olduğunu gösterir. 


7.1.9.2. Enzim ve ortam reaksiyonu (pH): Ortam reaksiyonunun 
enzim aktivitesi üzerindeki etkisi proteinin bir amfolit karakterde olu- 
şundan ileri gelir, ve aktiflik eğrisi az veya çok simetrik bir çanı hatır- 
latır. Bu eğrinin tepe noktası enzimin optimumu olarak tanımlanır. 


Ancak ortam tepkimesinin etkisi substratla, kullanılan puffer ve 
zamanla sıkı sıkıya ilgilidir. Enzim ortam tepkimesindeki hafif değiş- 
melere dayanabilirse de, bu değişmeler fazla olduğu takdirde tersinmez 
olarak bozulur. Genel olarak enzimler 1.2-9 pH dereceleri arasında faa- 
liyette bulunurlar. 


7.1.9.3. Enzim ve substrat konsantrasyonu: Enzim miktarının sa- 
bit, buna karşılık subtrat miktarının değişmesi halinde ve aynı koşullarda 
yapılan deneyler tepkime hızının başlangıçta orantılı olarak arttığını, 
sonra bu hızın yavaşladığını, daha yüksek substrat konsantrasyonunda 
ise tepkime hızının ya sabit kaldığı yahut bir maksimuma eriştikten son- 
ra tekrar düştüğünü göstermiştir. Fakat bunlardan ilk durum daha çok 
rastlanan bir haldir. 
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Yukarıdaki durumun aksine substrat miktarına göre enzim miktarı 
az olduğu takdirde, enzim miktarını artırmakla tepkime hızı enzim kon- 
santrasyonunun karesi oranında artmış olur. 


7.1.9.4. Enzim ve durdurucu (inhibitör): Bazı maddeler enzimleri 
inaktifleştirirler. Bunlar enzimlerin protein kısımlarındaki, örneğin 
SH-grupları, amino veya karboksil grupları v.b. gibi gruplar üzerine 
etki yaparlar. Bu etki enzimi tersinir (reverzibl) veya tersinmez (irre- 
versibi) olarak inaktifleştirir. Örneğin enzimin cıva tuzlarıyla yaptığı 
merkaptitlerden civa H.S ile uzaklaştırılırsa inaktifleşme tersiner olduğu 
halde, iyod asetikasit ve iyot asetamit ile SH-grubunun tepkime sonucu 
olarak ortaya çıkan inaktifleşme tersinmezdir. Çünkü etkili grup enzime 
zarar vermeden uzaklaştırılamaz. Bu durumu aşağıdaki formülde daha 
açık görmekteyiz: 


Enzim-SH * ICH, CONH, — Enzim-S-CH, CONH, $ HI 


Bazı organofosfor bileşikleri de tripsin ve kolinesteraz gibi enzimlerin 
(OH) grupları ile tersinmeyen tepkimeye girerek tersinmez durdurucu 
özelliği gösterirler. Bu tür durdurma (inhibisyon) organizmada zehirlen- 
melere ve metabolizma bozukluklarına neden olur. 


7.1.9.5. Enzim ve ışınlama: Ultraviyole ışığı enzim faaliyetini ya 
durdurur yahut değiştirir. Bu etki de ortamın tepkimesi ve ortam 
koşullarıyla ilgilidir. Saf haldeki enzimler daha çabuk etkilenir. En 
etkin ışınlar 2650 “A uzunluğunda olanlardır. 


Enzimlerin faaliyetini durduran maddelerden bir kısmı ise doğrudan 
o enzimin etki yaptığı substratın yerine geçer. Buna yarışan durdurma 
(kompetitif inhibisyon) denir. Örneğin invertaz glikoz olan bir ortamda 
sakkarozu parçalayamaz. Keza p-amino benzoik asitle bakterisit bazı 
maddeler arasında olduğu gibi, p-aminobenzoik asit yerine sülfanila- 
midin geçmesi sonucu bakteriler ölür. Çünkü bu maddeler bileşim bakı- 
mından birbirilerine yakındırlar. 


7.1.10. Enzim kinetiği: 


7.1.10.1. Tek substratlı tepkimeler: Substrat konsantrasyonu ile 
enzim aktivitesi arasındaki ilişkiyi Michaelis ve Menten açıklayarak ken- 
di adlarıyla bilinen bir hipotez oluşturmuşlardır. Bu ilişkiyi açıklayabil- 
mek için serbest enzimin (E) ve serbest substratın (S) enzim substrat 
bileşiğiyle (ES) denge halinde olduğu kabul edilir. Bu durum aşağıda 
basit olarak gösterilmiştir: 


E-*S>ES-E tt X 
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Enzim tarafından bağlanan substrat miktarının total substrat 
konsantrasyonuna oranı hemen daima son derece küçük olduğundan, 
serbest sunstratın konsantrasyonu (S) total substrat konsantrasyonu 
için de kullanılabilir. Total enzim konsantrasyonu ise (E,,.) ile gösteri- 
lir. Buna göre Michaelis sabit sayısı (Km) 


—— ((Eş-)- (ES) (Sİ 
(0d Kın — eg. dir. 


tot 


(ES) içinde enzimatik tepkimelerin meydana geldiği bir kompleks ol- 
duğundan, enzim aktifliğinin hızı (v) ES ile doğru orantılıdır. Aynı du- 
rum (E,,..) ve bütün enzimin substrata bağlanmış olarak kabul edilebil- 
diği yüksek bir substrat konsantrasyonundaki enzim aktifliğinin hızı 
(VW için de geçerlidir. Bu taktirde Km 


olur. 


(2) Km — Ps I (51 veya V —V 51 


v Km -- (SJ 


Özellikle Briggo ve Haldena'nın 1925'de belirtikleri gibi, Henri ve Mic- 
haelis ve Menten'in denklemi gerçek durumu ortaya koyamaz. Gerçek- 
ten de (v) tepkime esnasında ölçülüyor ve tepkimede (ES) yalnız "en- 
zim * substrat" a değil aynı zamanda "enzim * ürün (X)"e de parça- 


çalanıyor: 
k*t1 k*2 İ 

3 E -S -— ES > AtX kz İlgili tepkimelerin hız 
k- 1 k-2 sabit sayısı. 


Stasyoner durumda ES aynı hızda meydana gelir ve parçalanır. 
(4) (EJ| (SJ-K , (ES| —K , (ESJ-K | JEJ (XJ 


Tepkimenin başlangıçtaki hızı alındığında X — O'dır. Bu nedenle denk- 
lem 


(TE) ii (ES) ISI e kı; İt ki3 > 
(6) Mem ag vere Vi | K olur. 


Bu Michealis sabit sayısının (Km) koşullu olarak hemen hemen (K)'nm 
aynısı olduğunu ve k,,'nin k ,'e göre çok küçük olduğunu gösterir. 


(2) No.lu formülden belirlendiği gibi, v—V/2 olursa, Km — |(S|J' 
dir. Bu takdirde Michaelis sabit sayısı yarım maksimal tepkime hızının 
bulunduğu substrat konsantrasyonunun aynıdır. Bu sabit sayı da bir 
enzim substrat kompleksinin gerçek dissosiyasyon sabit sayısı olmamak- 
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la beraber, enzimin substratla olan ilişkisini tanımlaması bakımından 
önem kazanır. Çeşitli (S) değerlerinde yapılan bir seri (v) tayinlerinden 
sabit sayılar elde olunur. Bu noktadan hareketle Michaelis (v)'yi log 
(S) ile karşılaştırdı ve "S" biçiminde (sigmoit) eğriler elde etti (Şekil: 
94 ve 95): 


10 10 


. 
zos “05 
5 E 
pi Cc 
Cc G 
5 6 
0 01 02 0 “Ee dl 0 
Substrat konsantrasyonu (S) Loş substrat konsantrasyonu ((0g (S) 
Şekil; 94 Substrat konsantrasyonu (S) Şekil; 95 Log substrat konsantrasyonu (log (5) 
(Pekin'e göre). (Pekin'e göre) 


Bu eğrilerden dışa uzatma (ekstrapolasyon) ile sonsuz substrat kon- 
santrasyonundaki maksimal hız (V) hesaplanabilir ve bundan sonra eğri- 
den Y/2 için Km — S kolayca bulunabilir. Fakat bahse konu olan dışa 
uzatma çoğunlukla yeterli derecede bir duyarlılıkla yapılamaz. Çünkü 
çok yüksek substrat konsantrasyonlarında yapılan deneyler pratik açı- 
dan çoğunlukla olanaksızdır. Fakat buradaki zorluk (2) No'lu formülü 
daha başka bir şekle dönüştürmek suretiyle kolaylıkla halledilebilir. 
Bu değişiklik aşağıda olduğu gibi yapılmıştır: 


1 Km 1 J 
0 — — y—. —— 

v V (SI V 
IW ve 1/JSJ değerleriyle bir grafik çizilecek olursa, 1 /V'de ordinatı 
kesen ve açı katsayısı Km /V olan bir doğru elde edilmiş olur. 


Giderek yükselen substrat konsantrasyonu muvacehesinde tepkime 
hızının önce yükselmesi, daha sonra düşmesi gibi daha az rastlanan hal- 
lerde, ve log |S|J değerleriyle bir grafik çizildiği zaman, çan biçiminde 
bir eğri elde olunur. Bu gibi hallerde enzimin substratla, parçalanan en- 
zimt substrat kompleksi ES dışında parçalanmayan bir enzim *tsubst- 
rat kompleksi ES, oluşturduğu kabul edilir. Bu durumda 
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(Ece) - (ES) - (ES>)) FS) 


ea veli 


Şi 7 


denklemi oluşur. Bu denklemden bir substrat konsantrasyonundaki 


“orantılı aktifliği" (v/V) aşağıda verilen formüle göre ohesaplayabiliriz: 


ç, —LESI v 1 


TE) VT IFKIBSITİ SIK: 


Km'yi, yani Michaelis-Menten sabit sayısının ölçülmesi istenildiği tak- 
dirde, Km, E ve S ile ilgili bir açıklama getirmek gerekir. Çünkü ES 
konsantrasyonunu ölçmek genellikle kolay bir iş değildir. Bu amaçla 
şu ilişkiden faydalandır: 


(10) V —k, JESİ 


V gözlenen başlangıç hızı temsil eder. Substrat konsantrasyonu total 
enzimin ES olarak bulunmasını sağlayacak ölçüde yüksekse, o takdirde 
reaksiyon hızı maksimaldır ve bu hız (V ) 


(An V —k, JE)J değerine eşittir. 


max- 


10 No'lu formüldeki ES'in yerine 9 No'lu denklemdeki değeri ko- 
nulduğunda ve 10 No ve 11 No'lu denklemler birbiriyle bölündüğünde 


aşağıdaki Michaelis-Menten denklemi elde edilmiş olur. 
s Vv 
— veya Km — (S —— 
Kın (51 (5) ( V 


Aşağıda verilen Tablo 29'da bazı enzimlerin Km'ye ilişkin değerleri 
görülmektedir (Pekin, 1979): 


Tablo 29. Bazı enzimlerin Km'ye ilişkin değerleri 


Substrat Enzim Km (Mol/lt) 
Maltoz Maltoz 2.1x10“ 
Sakkaroz Sakkaroz 2.8x107 
Gliserofosfat Fosfatoz 3.0x1 0” 
Pirüvat lI.aktat delüdrojenaz 3.5x10* 


7.1.10.2. İki substratlı tepkimeler: Enzimatik tepkimelerde çoğu 
kez ortamda 2 substrat bulunur. Bu durumda tepkime mekanizması ve 
kinetiği daha karışıktır. Koenzimlerle birlikte aktivite gösteren bir çok , 
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enzimin tepkimelerinde genellikle ikinci substrat koenzimin veya pros- 
tetik grubun kendisidir. Örneğin laktatın pirüvata dönüşmesinde laktat 
dehidrojenazm koenzimi olan NAD ikinci substratı oluşturur ve bu 
nedenle aşağıda gösterilen bu tepkime 2 substratlıdır: 


CH, CHOH COOH * NADt - CH, COCOOH $* NADH * Ht 
Laktat Pirüvat 


İki substratlı mekanizmalarda enzimle substratlar arasında ikili 
(binary) kompleksler (ES, ve ES,) yahut üçlü (ternary) kompleksler 
(ES,S,) oluşur. 


İkili komplekslerde ”Ping-pong” mekanizması araştırmacılar tarafın- 
dan önerilen çok sayıda mekanizmalardan bir tanesidir. Burada iki subs- 
rat arasında üçlü kompleks oluşmayarak, ES, kompleksi ve sonra bu- 
nun ayrışması sonunda Ü, oluşmaktadır. Bu sırada enzim E halinden 
E' durumuna geçmektedir. E' durumundaki enzim fiziksel yapı ve aktif 
merkezlerin bulunduğu yer bakımından S, yerine S,'yi bağlar. E' ile 
S,'den Ü, oluşurken enzim başlangıç haline, yani E durumuna döner. 
Bu olay tepkime sonuna kadar sürüp gider. Tepkime sırasında enzimin 
S, ve S, arasında gidip gelmesi ping-pong oyununa benzetilmesine ve 
dolayısıyla bu tepkime mekanizmasına bu adın Verilmesine neden ol- 
muştur. Aşağıda bu mekanizmanın modeli görülmektedir (Pekin, 1979; 
Mahler ve Cordes, 1969): 


KN Se Ü, 
E (ES,E' Ü,) y7 E ; (ES; EÜ;) E > 


Yukarıda verilen iki substratlı tepkimede önce ES, kompleksi 
E'Ü, üzerinden Ü, ile enzimin yeni biçimi olan E'ye, daha sonra da 
E'S, kompleksi EÜ, üzerinden E ve Ü,'ye ayrışmaktadır. Bu tepkimeyi 
bir bağıntı halinde şöyle gösterebiliriz (Mahler ve Cordes, 1969): 


5S, -E Zz(GEZÜE)xÜ-LE 
Mi 
veya 
ks GN 
8) KE 2(ŞEZÜE) ZzÜLE 
> kk 
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Burada ürünler enzimin E biçiminden E' biçimine dönüşme pahasına 
S, ile tepkimeye girmeden önce oluşurlar. 


İki substratlı tepkime mekanizmalarından bir diğeri ise "Ordered” 
biçimidir. Bu mekanizma biçimi aşağıda iki modelde açıklanmıştır: 


Sı | 5, Ü 1 Üz 
t i l t 
E ii S,E (S,ESŞÜJEÜ,) ği Ü,E E 


Bunu bağıntıyla gösterecek olursak 


k; 
Sı LE #SJE 
k, 
k; Mi SN 
veya Sı E 4-5, 2x ($,ES, xÜ,EÜ)) ZÜÇELÜ 
k; 


veya 


"Ping-pong” mekanizma şekli bazı önemli tepkimelerde görülür. 
Bunların arasında piridoksal fosfat (pyr-CHO) isteyen transamimaz 
(amino transferaz) ve bazı flavoproteinler isteyen dehidrojenasyon tep- 
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kimeleri bulunur. Transaminaz tepkimeleri örnek olarak aşağıda veril- 
miştir (Mahler ve Cordes, 1969): 


! 
R'CHCO-,tEnz-pyrCHCz>ES, x>E'Ü zxEnz-pyrCH,NH,t $* R'CCO,- 
| 
"NE, 
S E E' Ül 


RÇCO-,* Enz-pyr HNH, E'S, 22 EÜ nz pyrCHO#R'CHCO., 
Ö ği NHH, 
> E' E UÜ, 

"Ordered” mekanizma şeklindeki tepkimeler arasında da en önem- 
lisini NAD ve NADP isteyen dehidrojenazlar tarafından katalize edilen 
tepkimeler oluşturur, Bu tepkimelerle ilgili olarak aşağıda bir örnek ve- 
rilmiştir (Mahler ve Cardes, 1969): 


S 


NAD*t * E >NAD*.E 
Sı ESi 


NAD*. E * R'R" CHOH > (NAD.*E.CHOHR'R" zz NADH. E. 
COR' R") z NADH. E * R'R" CO 
Sı Ü, 
NADH.E > E * NADH 
Ü,E ü, , 
İki substratlı enzim tepkimelerinde komplekslerin oluşması aşağıda 
verilen genel şemada görülmektedir (Pekin, 1979): 


eses üşetü, 

© GESS, <SEÜÜ, o EBÜ, 

Neg, 5, — Ü,sEÜJ | 
Çok hızlı oluşan Hız kontrol air üs 


denge tepkimeleri (( (tayin) kademesi (denge tepkimeleri 
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Bu çeşit tepkime mekanizmaları ikiye ayrılır: 
a) Düzensiz üçlü mekanizma: Bu mekanizmada S, ve S,'nin en- 


zime bağlanma sırası öncelik taşımaz. 


b) Düzenli üçlü kompleks mekanizma: Bu mekanizma bir öncekin- 
den daha basittir. Çünkü burada ikili kompleks yalnız birinden, örne- 
ğin ES,'den oluşabilir (Pekin, 1979): 


ES, EÜ,Ü; | EÜ) | 


e 
Ü, Ü, 


Bu tepkimeyi aşağıdaki modelde açık olarak görmekteyiz (Pekin, 


1979): 
N 
» : 


4 
ş 
e 
EO Ü, 
£ 
NS m © 
? 6 k3 
> 
ES,S, 
7.1.11. Enzim aktifliğinde rol oynayan kofaktörler: vitaminler, akti- 
vatörler, durdurucular ve durdurmanın kinetiği: Bir enzimin aktif ola- 


bilmesi için gerekli kofaktörler (a) koenzimler, (b) prostetik gruplar 
ve (c) metal iyonlar olmak üzere 3 grup altında toplanırlar. 


7.1.11.1. Koenzimler: Bunlar organik yapılı maddelerdir. Bununla 
beraber bazı enzimler de bu organik molekül metal iyonları içerebilmek- 
tedir. Örneğin peroksidaz ve katalaz enzimlerinin koenzimleri demir 
porfirindir. Koenzimler etkileri bakımından 5 grupta koplanırlar: 
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—-Pridin nükleotifler: Bunlar ilk tanınan koenzimlerdir. Harden ve 
ve Young 1904 yılında diyalize olabilen bir kofaktör isteyen maya ekst- 
raktının şekeri etilalkole dönüştürdüğünü buldu ve bu kofaktöre kosi- 
maz (kozymase) ismini verdi. Daha sonra, özellikle Von Euler ve arka- 
daşlarının kosimazın yapısı üzerindeki çalışmalarıyla bu molekülün yapı 
bakımından adenilik aside benzediği anlaşıldı. Warburg ve Christian 
1934'de kosimazın I Mol adenin, I Mol nikotinamit, 2 Mol pentoz (D-ri- 
boz) ve 3 Mol anorganik fosfattan oluştuğunu buldular: 


mi sl 


| 0-P-0-CH, o 


OW OH 


Nikotinamit adenin dinükleotit (NAD)* 


Bu koenzime Koenzim | (Co 1) ve difosfopiridin nükleotit (DNP)'de 
denilmektedir. Warburg ve Christian tarafından izole edilmiş koenzim 
NAD-*'den yalnızca molekülün adenin kısmında bulunan ribozun C-2 
hidroksil grubunda esterleşmiş ek bir fosfatın bulunmasıyla ayrılır. Bu 
koenzime nikotinamit adenin dinükleotit fosfat (NADP') veya trifosfo- 
piridin nükleotit (TPN) veya koenzim II (Co Il) denilir. 


Birçok dehidrojenazlar NAD* veya NADP' için çok özgüldürler. 
Bazılarında ise bu özgüllük yoktur. 


NAD*'nin NADH,'ye indirgenmesi koenzimin spektrofotometrik 
özelliklerinde belirgin bir değişiklik meydana getirir. Örneğin NAD*'nin 
en yüksek soğurması 260 m//, iken, indirgenmeden sonra soğurma mak- 
simumu 340 mg olur. 
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Bu koenzimlerin nikotinamit kısımları yükseltgeme-indirgeme tep- 
kimeleri için sorumludur. İndirgeme birçok substrat tarafından dehid- 
rojenaz aracılığıyla NAD''nin NADH, haline geçmesiyle ortaya çıkar. 
Bu durum NADP''nin indirgenmesi için de aynıdır: 


; İş 
HN —co—c CH i HJN-C0—ç Soy 
İN a 
HC e 
H 
(NAD) O ANADAŞ 


NADAH, nötral çözeltilerde N' üzerindeki hidrojeni belirli bir den- 
geye göre proton halinde ortama verir 


ya A, 
# 
HN—co—c Vem | 2S gi 
bel skp İN C0-E CH 
| | © Nötralçözelti, 1 N 
HÇ CH <——— | eli 
2 | 4 £H 
Si e 
i NADH) | Nötral çözelti NADH, Hİ 
he AAA 
(yada NADPH,) ——— | NADPHA H*) 


Aşağıda piridin nükleotit koenzimlerinin fermantasyona katıldık- 
ları dehidrojenasyolı tepkimelerine örnekler verilmiştir: 


Alkol 


NAD dre NADH . 
RCH,OH çağa ÇİN ad ya da LE 
NADP NADPH 
Alkoller 5 Aidehitler 
NAD kik dimi NADH 
RCH9 - H.O $ İ yada .— e RCVOOH 4 ya da - Ht 
NADP NADPH 
.Aldehitler . Anitler 
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— Askorbik asit: Askorbik asitin (Vitamin C) fermantasyon endüstri - 
sinde, özellikle şarapçılıkta SO,'nin yerine kullanılması üzerinde birçok 
denemeler yapılmıştır. Çünkü askorbik asitin SO 2'den fazla indirgen bir 
madde olduğu bilinmektedir. Ancak askorbik asidin SO, gibi aseptik 
etkisi olmayışı ve şarapta esmerleşme etkeni olan oksidaz enzimlerini 
tahrip etmeyip yalnızca oksidasyona uğrayıp bozuluncaya değin adı ge- 
çen enzimin etkisini geciktirdiğinden, yalnız başına değil bir miktar 
SO, ile beraber kullanılması salık verilmiştir (Akman, 1960). 


Askorbik asit bir heksonik asittir. 2 ve 3'üncü karbon atomları 
arasında bulunan çift bağ kolayca yükseltgenerek dehidroaskorbik aside 
dönüşür. Bu tepkime aşağıda görüldüğü gibi cereyan eder: 


MOCK (O koç o 
OH 0 İpk 


LLASKORBIK ASIT L- DEHİDROASKORBİK ASİT 


Askorbik asit hidrojen taşıyıcı görevini çeşitli vitamin ve koenzim- 
lerle birlikte yapar. Buna bir örnek olmak üzere vitamin B,, ile birlikte 
koenzim olarak görev yaptığı bir tepkime aşağıda verilmiştir: 


P..Hidraksi fenil 


yi OH 
Piruvat iy 
0: oksidaz “ğ 
“Ho CH E—c06 ——> / N CHg- E—c0f 
i Askorbik . i ği 
asit — OH 
P.Hidroksi fenit © , YE . 25.Dihidroksi fenil 


Pirüvat & ; ©  Pirüvet 
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— Glütatiyon : Özellikle maya azotlu maddelerinden ve bir tripeptit 
olan glütatiyon gerek hücre metabolizmasında gerekse tıptaki farmako- 
lojik önemi dolayısıyla önem kazanır. Glütatiyonu oluşturan 3 amino 
asitin adları glütamik asit, sistein ve glisindir. Glütatiyon hücre meta- 
bolizmasında solunum olaylarına katılır, redoks potansiyeli ayarlar ve 
hücre zehirlerinin ortadan kaldırılmasında rol oynar. Glütatiyonun 
farmakolojik önemi ise radyasyonun etkisini azaltması ve arsenik zehir- 
lenmelerinde kullanılmasından ileri gelmektedir (Pamir, 1977). 


CO-NH.CHCH.CO —— NH 
e) e) 
CH, CH.SH CH, 


| | 
AN i 
CH.NH; 

| Ni 

COOH 


Glütatiyon (indirgenmiş formu) 


Glütatiyon bir koenzim olarak gliyoksilazın (giyoxylase) tepkime - 
sinde işlev görür (Mahler ve Cordes, 1969): 


di ç OH 
İZ | 
CH, -Ü- C Glütatiyon CH,—C— COOH 
ŞA İ 
“H H 
Metil gliyoksal Laktat * 


Glütatiyon aynı zamanda formaldehit dehidrojenazın tepkimesinde 
de bir koenzim olarak söz konusudur (Mahler ve Cardes, 1969): 


H.C-0-- NADt - H,0 — HCOOH -- NADH -- Ht 
Formaldehit Format 
Diğer yönden bu madde zayıf yükseltgenlerle 


2 GSH > GSSG * 2 H 
tepkimesine göre yükseltgenir. Glütatiyon ayrıca iz miktarda metal 
iyonlarının katalitik etkisi ve sitokrom-C aracılığıyla moleküler oksijen 


tarafından ve dehidrojenaz yardımıyla yükseltgenebelir. Sonuncu 
halde yeniden yükseltgenmiş hale geçmesi için kuvvetli bir indirgene 
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gereksinme gösterir. Bu olay genellikle metabolizma esnasında glütati- 
yon redüktaz yardımıyla NAD yahut NADP tarafından sağlanır 
(Pekin, 1979): 


— Vitamin K: Bu vitamin yapı bakımından Koenzim O'ya Çok 
benzer. Esas kısmını 2-metil-naftakinon halkası oluşturur. 


HK Ol... Vitamin K 


m 


CH, 
| 

R yerine (CH, CH-C <—CH,-(CH,-CH2-CH-CH),), -H zinciri ge- 
lir. Buradan-—3 olunca vitamin K,; n-6 olunca da K2 vitamini oluşur. 
Bunlardan vitamin K, şarapçılıkta kullanılan antiseptik ve antioksida- 
tif bir madde olan SO, ile beraber şarabın stabilizasyonunda denenmiş- 
tir (Amerin ve ark., 1967). Buna göre tatlı sofra şaraplarında litreye 10 
mg vitamin K, * 100 mg SO, iyi sonuç vermiştir. R— -H olduğu za- 
man oluşan menadiyon (menadione) organizmada hidrojen taşıyıcı ola- 
rak görev yapmaktadır. 


— Adenozin nükleotit koenzimleri: Bu grup koenzimlerin en önemlisi 
fosfat aktarıcı adenozin trifosfattır (ATP). Biyolojik oksidasyonların 
olması için gerekli enerjiyi sağlayan başlıca kaynaktır. Bir substrat- 
tan bir elektronun moleküler oksijene aktardmasıyla ortaya çıkan 
sebest enerji, henüz mekanizması tamamen bilinmeyen tepkimelerle 
ATP biçiminde kimyasal enerjiye dönüşür (Mahler ve Cordes, 
1969): 
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0 ÖĞ. 


— iz 


o İİ 
| İ | 
Abe gi ağa di H,N—C — N 
| | | ğe PA | 
HO HO HO HH HHEH N—CG C—EH 
/ | 
HC | 
b 
HO HO HO HEH —G —N 
amala ani m rl —.—.. —— 
Piro- 
fosfat D-Riboz Adenin 
kimim apn em, ça Gİ — rr ir irk A, gm yy 
Trifosfat i Adenazin 


Adenozin trifosfat (ATP) 


ATP'nin trifosfat bağlarının hidrolizasyonundan açığa çıkan 


jinin kullanıldığı 
nükleik asitlerin, 


tezleridir. 


ATP'yi bir substrat veya bir enerji kaynağı 


da enzim bulunmaktadır. 


ilgilidir. 


ve Cordes, 


fermantasyon endüstrisindeki işlemler 


Tablo 29. ATP'nin dahil olduğu önemli tepkimeler. 


ener- 


proteinlerin, 


kompleks karbonhidratların ve yağların v.b. biyosen- 


olarak isteyen çok sayı- 
Bu enzimlerin bir çoğu ara metabolizma ile 
Bunların içinde en önemlileri Tablo 29'da gösterilmiştir (Mahler 
1969): 


Tepkime veya tepkimenin binimi 


Tepkime örneği R. 


grubunun çeşidi 


Oksidatif fosforilasyon 
Fotosentetik fosforilasyon 


Triyoz fosfat dehidrojenaz 
* gliserat kinaz 


Enolaz (fosfoenolpirüvat hidra- 
tas) 


&—Oksoglütarat dehidrojenaz 


Artı Süksinat; 
(GDP) 


CoA—ligaz 
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“Ind. * "yük. * Pa * ADI ”*İyük. * 'ind. $ “'” *e'n 


“ind. * İyük * ADP * Pa ——“yük. * B',,, 
D—Gliseraldehit—3—fosfat - Pa * NAD*ZX 
1.3—Difosfat — D— gliserat * NADH 

1.3—Difosfo — D— gliserat * ADP7X 

3—Fofso — D— gliserat * ATP 


2— Fosfo — D— gliseratg> Fosfoenol pirüvat * H,0 
Fosfoenol pirüvat * ADP Fosfoenol 
pirüvat $* ATP 


&—Oksoglütarat 4- NAD' * CoASHZE Süksinil— 
SCoA—NADH 


Süksinil—SCoA—GDP * Paz? Süksinat * GTP 
GTP * ADPşX GDP $ ATP 


değil 


, $ ATP Belli değil 


-t m 


—P 0H 


Artı Nükleolit. difosfat kinaz 
veya artı Süksinat, CoA ligaz 
| (ADP) 


Çeşitli kinazlaı (ATP: veri- 
ci fosfotsansferazlar) 


Açil transferazlar (fosfotrans- 
esetilaz) 


Çeşitli sentetazlar 
(X:R. ligazlar) 


Nükleosit difosfat 
kinazlar (ATP: nükloosit 
difosfat fosfotrassferaz) 


Çeşitli nükleotidil transfergazlar 


Çeşitli ligazlar (1' inci aşamada) 


Çeşitli ligazlar (2'nci aşama) 


ATP: D- riboz —5—fosfotrans- 
feraz 


Çeşitli NMP pirofosforilazlar, 
pentosiltransferaslar 


Çeşitli ligazlar 


Sülsnii—SCoAa — ADP * Pa 7” Süksinat ATP 


ATP Asetatr” Asetilfosfat- ADP (H,0) 
ATP * Kreatinz” Krentin fosfat * ADP (*H,0) 


Asetilfosfat - HSCoAZ* Asetil — SCoA * Pa 


ATP * L— Glütamat L — Sisteinz” —L— Glütamil 
— L— sisteint ADP — PA 


ATP * NDP7z* ADP* NTP 


ATP . FMN7* FAD - PPa 


o 
Il 
ATP tenz $ RCO-, 2” fJEnzR—C—O—AMPJ 
0 0 
ıl Il 
(Enz.R—C—O-AMP| * HXZ*” AMP 4 R 4 C-O—X 


ATP * D— riboz —5 — fosfatz* AMP * 
5— fosfo -—X— D—ribozilpirofosfat(PRPP) 


PBPP * orotatz* orotidin — 5 — fosfat * PPa 


ATP * L—Pentoat-5 Alaning” L—Pantotenat * 


Tablo 30'un Devamı 


(Enz.R—C—0-J 


0 


(Enz.R—C-0-J 


ATP * Ksantosin —5— fosfat * NH,z” GMP t* AMP * 


o 
GE—0— 
/ 
0 
"CH—O- 
0 
Il 
AMP *PPu - C—O 
PPa 


ATP'ye bağımlı olan tepkimeleri iki geniş grup içinde toplayabiliriz. 


İlk grupta uygun alıcı bir moleküle ATP molekülünün bir kısmının ak- 


tarımını içeren, 


sonraki 


grupta ise ATP parçalanmasının 


sürükleyici 


bir güç olduğu tepkimeler bulunur. İlk grup da ATP molekülünden veril- 


miş grubun çeşidine, 


fosfat gruplarına göre, 


örneğin fosfat, pirofosfat, 


kendi içinde alt gruplara ayrılmıştır. 


adenozin ve adenozin-5- 


ATP mole- 
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külünün bu gruplarla ilgili olarak parçalanma şekillerinin temsili ör- 
nekleri aşağıda verilmiştir (Pekin, 1978; Mahler ve Cordes, 1969): 

a) Fosfat grubunun artırılması 

ATP * Asetat z> Asetil fosfat * ADP 

ATP * Kreatin z> Kreatin fosfat * ADP 


Bu tepkimeler fosfotransferaz (Kinaz) tarafından ve genellikle Mg” 
gibi bazı metal iyonlarının mevcudiyeti halinde yapılır. 


b) Pirofosfat grubu aktarılması 
ATP * D-Riboz-5-fosfat xx 5-Fosfo-I-pirofosforil riboz *- AMP 
Bu tepkimelerde pirofosfotransferaz rol oynar. 


c) Adenozin-5-fosfat grubu aktarılması 

ATP * FMN z FAD * PPa 

Bu tepkimelerde nükleotidil transferaz görev yapar ve dinükleotit 
koenzimleri oluşur. Burada FAD, flavin adenin dinükleotit; PPa ise 
pirofosfat grubunu göstermektedir. 


d) Adenozin aktarılması 
ATP £ Metiyonin > 5-Adenozil metiyonin * Trimetafosfat 


e) Tepkimenin sürükleyici gücü 
Burada ATP sentataz ve ligazların oluşunda verici olarak görev alır. 


— firidin nükleotitler : Karbonhidrat metabolizmasında üridin nük- 
leotitlerin yeri, penisilin ile muamele edilmiş bakterilerden üridin difos- 
fat, amino şekerler ve amino asitler içeren üç maddenin izolasyonundan 
sonra daha iyi anlaşılmıştır. Çeşitli kaynaklardan izole edilen üridin 
dinükleotit şekerlerinin bileşimleri arasında yalnız şekerin çeşidi ba- 
kımından fark vardır. Üridin difosfatın ikinci fosfatı şekerin aldehit 
karbonu ile birleşmiştir (Mahler ve Cordes, 1969): 


9 
i AN 
| N , — >. 
geler e e 0 
OH OH 
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UDP-şekerleri biyosentetik olarak UTP ve şeker-1-fosfat arasındaki 
enzimatik tepkimelerde oluşur 


Şeker -1- fosfat * UTP > UDP-şeker * pirofosfat 


Böyle tepkimeleri katalize eden enzimlere UDP-şeker pirofosfori- 
lazları veya üridin transferazları denilir. 


Bu koenzimlerin enzimatik tepkimelerdeki rolü glikoz transferi, 
diğeri ise bizzat şekerin kimyasal olarak aktarılmasıdır. Birinci rolüne 
örnek olarak UDP-gelikozun (UDPG) alıcı olarak früktozla yaptığı 
ve sakkarozun oluştuğu 


UDPG * Früktoz 2 Sakkaroz * UDP 


veya bir glikojen molekülünün uçtaki glikozunun alıcı olarak görev 
aldığı ve glikoz zincirinin uzamasıyla sonuçlanan tepkimeyi verebi- 
liriz: 


UDPG * (Glikoz) & (Glikoz),,, * UDP 


ntl 


UDP-Şekerlerinin dahil olduğu tepkimelerin ikincisine örnek olarak da 
UDPG-4-epimerazın UDPG'nin UDP-galaktoza dönüşünü katalize et- 
mesini gösterebiliriz: 


CH3OH CH3OH 
o o 


OH bap <—— OH O0-UDP 
OH 
OH OH 


— Sitidin nükleotitler: Bu koenzimler çoğunlukla oksidasyonun alkol 
düzeyindeki grup aktarımı ile ilgili tepkimelere girerler. Yağ oluşunda 
önemli bir yeri olan lesitinin biyosentezindeki CDP-kolin ve CDP-eta- 
nolamin sitidin nükleotit türevleridir. Sitidin fosfatın (CTP) açık for- 
mülü aşağıda verilmiştir: 
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e ye 
HOP “OP —oP — OCM, N 
/ i | o 
OH OM OH 
(cTe) 


Sitidin difosfat alkolleri biyosentetik olarak CIP ve alkol-1-fos- 
fattan oluşur: 


CTP * alkol-fosfat zx CDP - alkol * Pirofosfat 


Bu koenzim alkol fosfat grubunu çeşitli alıcılara aktarır. Örneğin 
CDP-kolin g, 8-digliseritlerle tepkimeye girerek lesitin ve CMP oluşur: 


CH:0-C-R CH,0-€-R , 


| İ N 
CDP-kolin -- HCO.C-R — HC-O-CR 4 CMP 


b | iş 


CH,0H (Oo CH,-0-P.OCH.CA-NXCHI); 
| 
0 


, 


Yukarıdaki tepkimede de görüldüğü gibi, moleküldeki parçalan- 
ma pirofosfat bağlantısında olmaktadır. Halbuki, daha önce gördüğü- 
müz adenozin ve üridin nükleotitlerde ise, bu parçalanma açil-fosfat 
ve glikozil-fosfat bağlantılarında olur. 


— Guanozin ve inozin nükleotitler: Bu koenzimler oksoglütarattan 


süksinatın oluşumunda rol oynarlar (Mahler ve Cordes 1969 ve Pekin, 
1979): 


a-Oksoglütarat * NAD1 *Co ASH-Süksinil-SCoA*NADH,*C0, 
Süksinil-SCo A * GDP (IDP) * Pa > Süksinat * Co ASH*GTP 
(ITP) 
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Bu koenzimin rol oynadığı bir diğer tepkime ise oksalasetattan fos- 
foenolpirüvatın oluşudur: 


Oksalasetat * GTP > Fosfoenolpirüvat * CO, * GDP * Pa 


Guanozin nükleotidin açık formülü aşağıda verilmiştir: 


Mi 
mop > o? m 0P—OCH, 
,OH OH OH 
(6TP) il 


— Koenzim A : Yaşayan sistem içinde acil grubu ileten koenzimler 
içinde en önde gelenidir. Yaygın olarak bulunması yanında çok miktarda 
ve çok çeşitli tepkimelere katılması önemini ortaya koymaktadır. Bu 
koenzimin açık formülü aşağıda görülmektedir (Mahler ve Cordes, 


1969): 


NH3 


N R 
o O OH CH 0 0 4 N 
I 7 7 İN <A) 
o. NN 


H H 
HS—CH-CH—-N—C —CHŞ—CH,—N —C—CH—C—CH,—-O—P—O—P—O—CH 


| | | < p 
CH, 6. O. 


0) OH 


Koenzyme A Paya OH 


Koenzim A katıldığı tepkimelerde acil grubu aktarımı yapar: 
“-g 


İl 
CoA-S- C-R 


Yukarıda koenzim A'nın çeşitli ve çok sayıda tepkimelere katıl- 
dığını söylemiştik. Bunlardan bazıları için aşağıda örnekler verilmiştir 
(Pekin, 1979): 
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A 
j Ni 
O H-C-O—P-O,H- 


l | 
2 Co A —S—Ü—R-HJCH 


| 
- HCOH 


| 
H 


H 


0 H—C-O0—P OJH- 
wi 


| | 
—- R—C-O-CH O  2Co A—SH 
e | | i 
HC—O—C—R 
| 
SH 


Yukarıdaki formülde görüldüğü gibi trigliserit sentezlenmektedir. 
Aynı koenzimin katıldığı diğer bir tepkime ise oksalasetattan sitratın 


oluşmasıdır: 
G00- G00- 
<1 e | 
CH. CH, 


5 

| a > -00C—U—OH--CoA—SH 
İ | 

C—O i | CH, 


| ne e el 
C00- ©. : C00-. 


— Piridoksal fosfat: Bu koenzim çeşitli tepkimeleri katalize eden 
enzimlere eşlik eder. Aşağıda piridoksal fosfatın açık formülü veril- 
miştir (Mahler ve Cordes, 1969): 


HO 
HOCH, N H 
i N? “CH, 
Pi ridohsal fosfat i Pırideksal 
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H,OH CH,NH, 


HOCH); OH HOCH, Ni OH 
| 
NZ “CH, AZ SCİ 
Piridoksal Piridoksamin 


Piridoksal fosfata yapı bakımından benzeyen maddelerden oluşan 
aileye vitamin B 6 denilmesi âdet olmuştur. Bunlar piridoksal, piridoksol 
(piridoksin) ve pirodoksamindir. Biyokatalitik aktiflik gösterenler 
piridoksalin ve piridoksaminin fosfatlaştırılmış türevleridir. 


Piridoksal fosfata bağımlı olan enzimlerin tepkimeleri arasında 
alanin gibi optik aktif amino asitlerin rasemizasyonu vardır . . 


CH * CO.H 
tr, con o CH, cOH 
GE; a du, 2 La, - dm, 
HNH; 40 (0 HANE 
CO COH Co do .H 


Bu koenzim amino asitlerin dekarboksilasyon olayına da katılır: 


mm BR m (Fr ,—CHz — HH 
N NH | ——>N NA e. 
e A 


* CÖş 


Yukarıdaki tepkimelerden başka bu koenzimin katıldığı daha başka 
tepkimeler de vardır. Bunlar serinin dehidrasyonu ve homosistemin 
desülfürasyonu (eliminasyon), indolden triptofan sentezi, glisin ve for- 
maldehidin oluştuğu serinin dealdolizasyonu gibi tepkimelerdir. Bu son 
tepkime formaldehit kısmı için bir alıcı olarak tetrahidrofolik asit (FH,) 
adında ilâve bir koenzime gereksinme gösterir. 


—Tiyamin pirofosfat: Bu koenzim 3 tip enzimatik tepkimeye hizmet 
eder: a-keto asitlerin oksidatif olmayan dekarboksilasyonu, a-keto asit- 
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İerin oksidatif dekarboksilasyonu ve a-ketollerin oluşumu. Tiyamin 
pirofosfat bir tiyamin türevidir. Aşağıdaki açık formülde görüldüğü gibi, 
tiyamin, bir metilen köprüsü ile bağlanmış aminometil-pirimidin ve metil- 
hidroksietil tiyazol halkasından oluşmuştur (Mahler ve Cordes, 1969): 


ii CH3 | OH o 

-. Niz , / TSH CH,—0—P—o0—p—0- 
NT Sy iz — aj j 
a ” z 


Aşağıda bu koenzimin katıldığı bazı tepkimelerden örnekler veril- 
miştir: 


O o 


| | 
CH,—C—COJH — > CH,—Ğ—H400, 


Yukarıdaki enzimatik tepkime mayada bulunan tiyamin pirofos- 
fatın katıldığı ve oksidatif olmayan dekarboksilasyona bir örnek oluş- 
turur. Bu tepkimeyi katalize eden bir dekarboksilazdır. Tiyamin piro- 
fosfat bu enzime gevşek bir bağla bağlanmıştır. Bu enzimin aktif olabil- 
mesi için aynı zamanda Mg iyonunun da ortamda bulunması gerekir. 


Aynı koenzimin katıldığı oksidadif dekarboksilasyona örnek ola- 
rak da a-keto asit dehidrojenazlar tarafından katalize edilen tepkimeyi 
verebiliriz. Bu tepkimede son alıcı olarak oksijen rol oynamaktadır: 


o O 
| | 
R—C—CO:H-4-190; ——> R—G—OH4C0, 


a-ketollerin enzimatik oluşumuna gelince, burada birçok karboksilazlar 
ve a-keto asit dehidrojenazlar bahis konusudurlar. Bu tepkimeye tipik 
bir örnek olarak pirüvatın asetaldehit ile asetoin oluşturmasını göstere- 
biliriz. 
Cc o OO0H. : 
| İ İ | Lİ 
cil -co .H--CH,—C—H > CH,—C—C—CH,4-C0> 
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a)-Ketol oluşumuna başka bir örnek olmak üzere transketolazın karbon- 
hidrat metabolizmasında adı geçen heksoz monosofat (HMP) veya ok- 
sidatif pentoz fosfat (PP) yolunda bir ketozdan iki-karbonlu kısmı bir 
aldozun aldehidik karbonu üzerine aktarmasını verebiliriz: 


CH,OH CHO OO CHOH 
| | m 
C-O (OH—E—OH C-O: ©  CHO 


HO-LH R H-€-OH - HO- CH g H-G-OH | 
H-C-OH H-L-0H H-d-OH dop | 
GOP Lop H—G-om Giiseraldebit-3-fosfat 
Ksilüloz-5-fosfat Riboz-5-fosfat H—C—OH 
NM dop ak, 
N Sedoieptüloz-7-fostat . ö 


— Flavin koensimleri: Flavoprotein enzimlerinin (sarı enzim) proste- 
tik grupları olan flavin koenzimleri bir riboflavin-5- fosfattır. Bu koenzi- 
me, baz ve şeker arasındaki bağ bir glikozit bağı olmadığından, tam 
doğru olmamakla beraber, riboflavin mononükleotii (FMN) denilmekte - 
dir. Her iki flavoprotein enziminde 2 Mol FMN bulunur. 


1938'de Warburg ve Christian'ın buldukları ve D-amino asitlerin 
oksidasyonunu katalize eden enzim de bir flavoprotein enzim olmakla 
beraber, bunun koenziminin yapısı FMN'den değişiktir. Bu, aşağıda açık 
formülü görüldüğü gibi, bir #avin adenin dinükleotit (FAD)'dir (Mahler 
ve Cordes, 1969): 


ir Emil Mi VR 0) 
| OH du du di A 


N. ÇO 
tel br v OH OH 
7 N NH 
0 
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FMN veya FAD'yi koenzim olarak kullanan flavoprotein enzim- 
lerinin bilinen sayısı yüksektir. Bunlar dehidrojenasyon tepkimelerini 
katalize ederler. Tipik substratları piridin nükleotitler, a-amino asitler, 
a-dihidroksiasitler, aldehitler ve olefinlere dönüşen doymuş karbon 
bağları içeren maddelerdir. Böyle oksidasyonlar sırasında FMN veya 
FAD'nin isoalloksazin halka sistemi indirgenmiş olur: 


, R i 
N. 9 i CH, N N 0 
N , 
CH, “e 4 substrat ——> TK Vi. 4 sabstrat, 
CH, yi ri . ide Gi; ö NH . 
' i ö i H 0 


: 


FMN ve FAD hidrojen taşıyıcısı olarak çeşitli enzimlere eşlik eder- 
ler. Yükseltgenebilen substratlardan 2 hidrojen alarak bunları doğrudan 
moleküler oksijene aktarabildikleri gibi, sistemde bulunabilen bir hid- 
rojen taşıyıcıdan da, örneğin NADH, ve NADPH,'den de hidrojen ala- 
bilirler. Her iki biçimde de alınan hidrojenler koenzimin riboflavinin 
halkalı kısmına bağlanırlar (Pekin, 1979). 


Bunlar oksidasyon redüksiyon olaylarında elektron aktarımına 
katılırlar. Buna bir örnek olmak üzere sitokrom enziminde bulunan Fe 
iyonunun durumunu gösterebiliriz: 


2H,0* - 2e - FMN — Fe;t3 o — | Apoenzim | 


y 


2H,0-FMN.H, — Fe,t3 — Apoenzim İl 


! 


Y 


FMN.Fez13--| Apoenzim | --2e«x FMN —Fe:*2-—| Apoenzim |--2H:0* 


Bu tip tepkimelerdeki elektronlar (e) NADPH, koenzimi tarafın- 
dan sağlanmaktadır. Yukarıda flavoprotein enzimlerinin sayısının ve 
çeşidinin çokluğundan bahsedilmişti. Aşağıda verilen Tablo 30'da bu 
durum açık olarak görülmektedir (Pekin, 1979): 


—Hem koenzimler: Bu koenzimlerin yapısında çekirdeği porfirin ve 
bir metal iyonu oluşturur. Başka bir deyimle bu koenzimler bir 
porfirin "şelatı"dır (Mahler ve Cordes, 1969). 
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Tablo 30. Flavoprotein enzimleri 


Enzim Koenzim Metal İyonu 
Glikollat oksidaz FMN 

Laktat oksidaz FMN 

Glükoz oksidaz FAD 

Aldehit oksidaz FAD Mo 
Ksantin oksidaz FAD Mo ve Fe 
Pirüvat oksidaz FAD 

Okzalat oksidaz FMN 

D-Aspartat oksidaz FAD 

L-Amino asit oksidaz FMN (bazı türlerinde FAD) 

D-Amino asit oksidaz FAD Zn 
D-Lakta t dehidrojenaz FAD 

Pirüvat dehidrojenaz FAD 

Açil- Ko-A- dehidrojenaz FAD Fe 
Süksinat dehidrojenaz FAD Fe 
NADPH, -Sitokrom-C-Redüktnz FAD 

Ubikinon redüktaz FAD Fe 
Nitrat redüktaz FAD Cu 
NADH, Sitokrom-C-redüktaz FMN Fe 


Porfirinler, açık formülünde de görüldüğü gibi, tetra pirrolün 1-8 
pozisyonlarındaki hidrojenlerinin yerini metil, etil, vinil ve propiyonik 


asit gibi, yan zincirlerin almasından oluşmaktadır: 


Porfirinlerin sınıflandırılmasında bu yan zincirler esas alınır. Buna 
göre porfirinler efiyo porfirinler, o mesoporfirinler, o protoporfirinler ve kop- 


ro porfirinler olarak gruplara ayrılır. 


Profirinler yukarıda belirtildiği gibi, bir çok metal iyonlarıyla şelat 
oluştururlar. Bu metal iyonları magnezyum, demir, çinko, nikel, kobalt, 
bakır ve gümüştür. Bu şelatlarda, aşağıdaki formülde görüldüğü gibi, 
metal iyonu porfin çekirdeğinin ortasında bulunur. Burada demir 


ferro durumunda ise porfirine hem; ferrik durumda ise hematin adı verilir. 
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Çiz CA 
die 
CO,H 


Protoporfirin 


Hem oksijenin organizma içinde bir taraftan diğer tarafa aktarıl- 
masıyla ilgili olan proteinler ve çeşitli oksidasyon tepkimelerini ve pe- 
roksitlerin parçalanmasını katalize eden enzimler için koenzim olarak 
görev yapar. 

Fermantasyon olayında oksido-redüktaz enzimleri arasında sık 
sık adı geçen sifokrom enziminin koenzimi hemdir. Burada hemoglobin - 
dekinin aksine demir bütün biyokimyasal işlem süresince ferro duru- 


munda kalır ve tepkime sırasında sitokromun /em kısmı sıklıkla yük- 
seltgeme ve indirgemeye uğrar. 


— Biyotin: Biyotin mayanın bir gelişme faktörü olarak bilinir. 


0 


5 NH 


mg ve H,CH, COŞA 


Biyotin koenzim olarak iki tip enzimatik tepkimede rol oynar. 
Bunlardan birincisi ATP'ye bağımlı karboksilasyondur. Bu tepkimede 
ATP ADP'ye ve inorganik fosfora parçalanır. Buna asetil-SCoA kar- 
boksilazın tepkimesi tipik bir örnek oluşturur (Mahler ve Cordes, 1969): 
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O O 


| | 
CH—C—SCoAtCO,*ATP - HO,C—CH:—€ —SCoAtADP*1Pa 


İkinci tip biyotine bağlı bağımlı enzimatik tepkimeye ise, metil malonil- 
oksaloasetik otranskarboksilazın tepkimesi örnek gösterilebilir: 


CH 3 ? $ HO .C-OH:; i ğ 
Ş ie 
—CH-C-SCoA -C0:--ATP — — CH- AŞ 


gi PA ADP-- Pa 
CH 3 CH, 


Biyotinin enzime kovalant olarak bağlandığı anlaşılmaktadır. 


7.1.11.2. Aktivatörler: Enzimlerin aktifliği bazı metal iyonları ta- 
rafından artırılabilmektedir. Söz konusu olan metal iyonları ya enzime 
bağlı yahut ortamda serbest halde bulunurlar (Pekin, 1979). Bünyede 
bağlı olduğu zaman bu enzimlere mefallo enzimler denilmektedir. Yakla- 
şık 16 adet meyal iyonunun aktivatör olarak görev yaptıkları bilinmek- 
tedir. Bunlar şunlardır: 


Nat, K-t, Rbt, Cs, Mget2, Cat2, 7n1t2, Cdt2, Cr12, Cut2, Mnt2, Fet2 
Cot2, Nit2, Alt3, NH,# 


Bu metal iyonları çeşide bağlı olarak değişik ve belli bir konsant- 
rasyonda etki yaparlar. Bu, Şekil: 96'da görülmektedir: 


Gg 

E 

z 

Dn. 

v 

— 

xN 

o 12 

E 

€ *2 

vw Optimum Mn konsantrasyonu 
| Optimum Mgt2 konsantrasyonu 


——eMetal iyonu konsantrasyonu 


Şekil: 96. NAD- Kinaz enziminin Mg*? ve Mn*” iyonları tarafından aktifaktifleştirilmesi (Pekin'e göre) 


173 


Bazı enzimler aktivatör metal iyonu olmadan aktif olamazlar. Bu 
durum metal iyonunun EDTA v.b. şelatlarla uzaklaştırıldığı zaman 
açık olarak görülür. Metal iyonlarının aktivasyon şekilleri şunlardır 
(Pekin, 1979): 


a) Oksidoredüktaz enzimlerinin tepkimeleridir. Burada sözü edi- 
len metal iyonları elektron taşıyıcısı olarak görev yapmaktadırlar. 


İl (Fetr2). co 


9; 
NADPH tpH »Fesiy t li Fe 
ie ro ein i j —e HO 
tpH P4SOİFE2).0 
NADP: l fp Nİ protein P450(Fe3j) ği 
i “RcHyohi 
fb > flavoprotein 


b) Bazı tepkimelerde ise metal iyonunun substrat ile birleşerek mey- 
dana getirdiği metal-substrat kompleksi (MS) enzimle daha kolay bağ 
yapar ve dolayısıyla enzimin aktivitesi daha çok artar. 


S*M xx MSHE - EMS - E*M*tÜrün 


Böyle bir tepkimeye örnek olarak ATP'nin Mg* ile birleşerek bir 
kompleks oluşturmasını ve transfosfatazların aktivitelerinin artmasını 
gösterebiliriz. 


c) Metal iyonları substratla enzimler arasında bir köprü görevi ya- 
parak enzimin aktifleşmesini artırır. 


EM > EMS > EMS » E*M*Ürün 


d) Metal iyonu ürünle bir kompleks oluşturarak ürünün tekrar 
substrata dönüşmesini önler ve böylece tepkimeyi hızlaştırır. 


E*S >ES—> E*MÜ 


e) Metal iyonu enzimin aktif merkezini aktif hale geçirmektedir. 
Burada proteinin yapısında olan bir değişme söz konusu olabilir. 


Aşağıda verilen Tablo 31'de çeşitli enzimlerin aktif olabilmeleri için 
gerekli olan metal iyonları görülmektedir (Pekin, 1979): 
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Tablo 31. Çeşitli enzimler ve aktivatör olarak metal iyonları. 


Enzim Tepkime Metal iyonu 
Karbonik anhidraz CO, * H,O--#H,CO, Zn 
Dehidro-peptidaz Gilisil dehidrofenilalenin »NH, * Fenil pirüvat Zn 
Gilisilglisil dipeptidaz Gilisilglisin — glisin Zn 
Karboksipeptidaz Karbobenzoglisil-L- Fenilalanin » Fenilalanin Zn 
Alkol dehidrojenaz Etilalkol * NAD «#» Asetaldehit * NADH Zn 
Glütamat dehidrojenaz | Glütamat * NAD —-Ketoglütarat* NADH*NH, Zn 
Laktat dehidrojenaz Laktat * NAD -w Pirüvat * NADH Zn 
İnorganik pitofosfataz | Pirofosfat * H,0— PO, Mg 
Süksinat dehidrojenaz | Süksinat — Fümarat Fe 
Katalaz 2H.0,-2H,0 tO, Fe 
Peroksidaz HO, ile aromatik amin ya da başka bileşiklerin 
oksidasyonu Fe 
Sitokrom Elektron taşınması Fe 
Ürikaz Ürikasit o *O,-» Allantoin * H,O, * CO, Cu 
Tirosinaz Tirosin * 1/2 O--Hallokrom * H,O Cu 
Lakkaz Fenoller » 0 ve P kinonlar * H,O Cu 
Askorbat oksidaz Askorbat » Dehidroaskorbat Cu 
Pirolidaz Gilisilpirolin — Pirolin Ma 
Nitrat redüktaz NO,- * NADP #H1 NO, $* NADPH1H,O Mo 
Ksantin oksidaz Ksantin * O.-H,O, * Ürat Mo 
Aldehit oksidaz Asetaldehit * O,.p Asetat * H,O Mo 


7.1.11.3. Durdurucular: Enzimlerin aktifliklerini azaltan veya durdu- 
ran maddelere "durdurucu" denir. Durdurucular enzimi faaliyetten alı- 
koyarken, bu işi birkaç şekilde yaparlar. Örneğin enzim proteinine etki 
yaparak onun denatüre olmasına veya çökmesine neden olurlar. Bir başka 
şekilde de enzim proteininde bulunan sülfhidril (-SH) gruplarını bloke 


ederler. 


Bazdan ise enzimin prostetik grubuna etki yaparlar. 


Prostetik 


grubunda demir-porfirin bulunan enzimlerde kükürtlü hidrojen ve siya- 
nürün yaptıkları durdurucu etki bu yolla meydana çıkar. Çeşitli inhibi- 
törlerin enzim aktifliğini durdurucu etkileri ya tersinerdir veya tersinmez 
şekillerdedir. Durdurucular bu ve diğer özelliklerine göre aşağıdaki şema- 


VAN 


bağla-" 


sınırlı yanşan (Un- 


da görüldüğü gibi, sınıflandırırlar (Pekin, 1979): 
Durdurucular ye İş p , 

! İ $ 
Tersinmez Tersinir Allosterik 
(E*-t—E) (E*IzZ Eİ) v 

l | i 
Yanşan (Competitive) Yarışmayan , Yalnız enzim 
N “ (Non-Competitive) (substrat kompleksine 
N ; , e , nabilen 


Competitive) 


Tersinmez durdurucular aynı zamanda yarışmasız durduruculardır. 


Yarışmayan durdurucuların substratla hiçbir benzerliği yoktur. 


Bunlara 


aynı zamanda "enzim zehirleri"'de denilmektedir. İyodasetat ve bazı ağır 


175 


metal iyonları bu tür durduruculardandır. Bunların enzim aktifliğini en- 
gellemeleri enzim aktif merkezlerini yükseltgeyerek veya başka yollar- 
dan kimyasal değişmeye uğratarak olmaktadır. Böyle bir enzimin yeni- 
den aktifleşmesi olanaksızdır (Pekin, 1979). 


Yarışan durduruculara gelince, bunlar substratla yarış halindedirler. 
Bunlar enzimin substratla bir kompleks oluşturmasından sorumlu olan 
aktif merkezlerini bloke ederler. Böylece aktif ara bağlar sayısı azaltıl- 
mış, ya da ekstrem hallerde olduğu gibi, tamamen bloke edilmiş olur. 
Bunlara, yapısal yönden substrata benzediklerinden, "substrat benzer- 
leri” ve bu tür inhibisyonada “substrata benzeyişti inhibisyon” denilmekte- 
dir. Bazı enzimlerin yarışan durdurucuları Tablo 32'de görülmektedir 
(Pekin, 1979): 


Tablo. 32. Bazı enzimlerin yarışan ihibitörleri. 


Enzim Substrat Yanşan durdurucu 
Süksinat odehidrojenaz COOH COOH 
l | 
CH, CH, 
! I 
CH, COOH 
COOH Malonat 
Süksinat 
Fümanaz HOOC-C-H H-C-COOH 
İl il 
H-C-COOH H-C-COOH 
Glükozid Fümatat Malat ği 
ni l OZNUZ a-Metil -D-glükoz P-Metil- D-glükoz 
Mi D-2-Fosfogliserat D-Fosfolaktat 


Allosterik inhibisyona gelince, burada inhibitör enzimin aktif mer- 
kezinden başka bir yerine bağlanmıştır. Bunun sonucu olarak aktif mer- 
kezde meydana gelen yapısal bir değişim enzimin substratla kompleks 
yapmasını engeller. Durdurma şeklinin mekanizması aşağıda şema 
ve grafikle gösterilmiştir (Şekil: 97). 


Tepkime hızının allosterik bir durdurmada substrat konsantrasyo- 


nu ile sıkı ilişkisi Şekil: 98'de gösterilmiştir. 


Durdurucuların fermantasyon endüstrisinin birçok alanlarında kulla- 
nılma olanağı büyüktür. Örneğin şarap endüstrisinde çok kullanılan SO, 
polilifenol oksidaz enziminin faaliyetini durdurarak şıranın esmerleşmesi- 
ni önler. Gerçektende ortamda SO, miktarının litrede 5.58 mg'a kadar 
artması polifenol oksidazın aktifliğinin düşmesine neden olmaktadır 
(Ourmac ve Foux, 1974). Bu etki ya SO,'nin enzimle doğrudan tepki - 
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Allosterik yer 


etken 
(aktif)yer 


Substrat etken 
yere girebilir. 


Substrat etken 
yere giremez. 


Şekil: 97. Tepkime hızının allosterik bir durdurmada substrat konsantrasyonu ile sıkı 
ilişkisi gösterilmiştir. (Pekin'e göre) 


meye girmesinin ya da hidrojen iyonlarının ortamda artmasının sonucu 
ortaya çıkmaktadır. 


Birinci halde polifenol oksidazın prostetik grubunu oluşturan Cut” 
iyonları SO, ile tepkimeye girerek Cu*? ve Cut arasındaki değer değişik- 
liğini önlemektedir. Aynı engellemeyi kükürt içeren H 2S, sistein, tiyo- 
karbamit, dietilditiyokarbamat ve bakırla stabil kompleks yapabilen 
siyanit ve salisilaldoksim gibi bir kaç bileşik de yapılabilmektedir. 


İkinci halde ise, litrede 0.005 Mol bulunan hidrojen iyonları (pH 
2.5) 25*C'de ve 2 saat içinde polifenol oksidazın aktifliğini 90 95 oranında 
düşürebilmektedir. Bu düzeyde bir inaktivasyon litrede 0.0001 Mol SO, 
bulunduğu zaman 5 dakikada ortaya çıkabilmektedir. Bu 50 defa daha 
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——> Tepkime hızı (VW) 


(S ) 


——pSubstrat konsantrasyonu 


Şekil: 98. Tepkime hızının allosterik bir inhibisyonda substrat konsantrasyonu ile ilişkisi (Pe- 


kin'e göre). 


seyreltik SO 2'nin 24 defa daha hızlı inaktivasyon yaptığını göstermesi 
bakımından ilginçtir. 

Sorbik asit de SO, gibi şarapların stabilizasyonunda kullanılan ve 
polifenol oksidazın aktifliği üzerindeki etkisi araştırılan bir maddedir. 
Polifenol oksidazın katlanmış peptit zincirleri içeren protein kısmı başka 
moleküllerin bağlanmasına çok elverişlidir. Bu nedenle sorbik asit mo- 
lekülü enzimin apofermentine bağlanır ve peptit zincirlerini saklayan bir 
örtü gibi etki yapar. Bu nedenle enzimin inaktivasyonu için ortamda 
daha yüksek konsantrasyonda hidrojen iyonunun bulunması gerekir. 
Litrede bulunan 80 brenzkateşin birimi polifenol oksidazın inaktivisyonu 
için 250 mg sorbik asit yeterli olur. Daha az miktarı stabilizasyonun tam 
olmamasına neden olur. Diğer taraftan sorbik asidin stabilizasyon etkisi 
üzerinde ortamın ısısı da etkindir. Örneğin stabilizasyon 20—25*C'de 
96 7—8 iken, bu etki yavaş bir seyirle yükselerek 40*C'de maksimum olan 
© 27'ye erişir. Bu sıcaklık derecesinden sonra tekrar yavaş bir şekilde 
düşer. 50'C'de ancak © 5'i bulur. durdurucuların enzimleri inaktifleştir- 
mesine bir başka örnek a—amilazın sulandırılmış nişasta üzerine etkisi- 
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nin ortamda bulunan çok az miktardaki Cu SO, tarafından tamamen 
ortadan kaldırılması gösterilebilir. Cu SO,ın a—amilazın aktifliği üze- 
rindeki bu tersinmez etkisi Şekil: 99'da açık olarak görülmektedir. 
(Pekin'e göre) 


—— — Reaksiyon süresi 


Şekil: 99, pH 6.0 ve 70 “C'de seyreltilmiş nişasta çözeltisinin a-amilaz tarafından hidrolizi üzerin- 
de W 0.1 CuSO, çözeltisinin etkisi 


Enzimlerin aktifliğini engelleyen doğal durdurucular da vardır. Bun- 
lardan bazdan Tablo 33'de verilmiştir (Pekin, 1979): 


Tablo 33. Bazı enzimlerin doğal durdurucular.. 


Enzim Durdurucu 

Glikoz oksidaz D-Arabinoz 

Katalaz Üre 

Lipaz Penisilin 

gmilaz Okzalat, askorbat., fosfatlar, alkoller, maltoz, sakkaroz 

Sellülaz Sellobiyoz, glükoz, kinonlar v.b. 

Pektinaz Polifenoller, etil alkol, sakkaroz v.b. 

8-Galaktozidaz Sütte bulunan proteinler 

Kimotripsin Soya fasülyesinde bulunan tripsin durdurucusu, patateste bulu- 
nan doğa| protein durdurucusu 

Tripsin Soya fasülyesi, buğday ve yumurta akında bulunan protein 
durdurucuları 

Subtilisin Patates ve nişastada bulunan protein durdurucuları 

Papain Buğdayda bulunan protein durdurucuları 

Proteinaz Fosfat, üre. 

Termolisin Fosfat 

Glükozmizomeraz Oksijen 
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7.1.12. Koenzimlerin biyosentezleri: Burada en önemli koenzim- 
lerin bir kaçının biyosentezleri üzerinde durulacaktır. 


7.1.12.1. Piridin nükleotit koenzimleri: Piridin nükleotit koenzim- 
lerinin esas öğesini oluşturan ribonükleotit triptofandan meydana gelir. 
Başka bir deyimle triptofan koenzimlerin prekürsordudur 


S CO,H 
iii — —— GN > N? 
PRPP ii İİ, PRPP . 


PP; i PP; 


Çicek e; KE 


COH 


© i > | a 7 
o MM OH 


Guinolinik asit Nikotinik asit 
ribonüklecti? a, ribonükleotit 
İ ATP 
NH, “9 i 
veya PPi 
ADP ATP . e , 
NADP* a J NAD* —>ix — desamido- NÂD 
ADP Pi ATP 


Piridin nükleotit koenzimlerinin biyosentezleri 


Yukarıda verilen biyosentez yolunda da görüldüğü gibi, triptofanın 
metabolizmasında meydana gelen guinolik asit önemli bir maddedir. 
Çünkü guinolik asidin dekarboksilasyonuyla nikotinik asit ribonükle- 
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otit meydana gelir. Triptofanın memelilerde NAD''ye dönüşünde ser- 
best nikotinik asidin rol oynamadığı (o anlaşılmaktadır. 


Keza biyosentez yolunda görüldüğü gibi, nikotinikasit ribonükleotit 
AMP'nin ilâvesiyle önce desamido- NAD'ye, sonra aminosyonla NAD-*' 
ye ve nihayet fosforilasyonla NADP-*'ye, dönüşmektedir. 


7.1.12.2. Flavin koenzimleri: Bu koenzimlerin esas öğesini oluştu- 
ran riboflavin isoalloksin halka sisteminin biyosentezi yalnızca bitki ve 
mikroorganizmalara özgüdür 


Bu koenzimin biyosentez yolu tam anlamıyla aydınlanmamıştır. 


ei 4 la 
Ti —Ç—t—Ç—— —i—e— 
3 i Ç —CH3OM ii Ç — Ç —CH,OH 
H H H H 0 
Ca e » tibetlavin ea Kğ m vi 
sentetez * 
oy NH 

H 1 147 
: ribitil 


6.7- Dimetil-G Ribotlavin 


4-(İ- 0- Ripitilamina-) - 
(#—O-ribitil-i (tumazin MİSİN 2 


EN il 5-amina- 2,6 — dihidroksi. 
pirimidin 

Mi? 

. g 
4 ADP 
» adi ATP 

Sair AFAD gu Ribofiavin - $- tozfat 
inSkleoti t M2 (FAN) 


Flavin koenzimlerin biyosentezleri 


Yukarıdaki biyosentez yolunda da görüldüğü gibi, 6,7—dimetil 
8— (1—D—ribitil) lümazin riboflavin prekürsoru olarak görev yapmak- 
tadır. Riboflavin fosforilasyon yoluyla önce FMN'ye, onun da tekrar 
fosforilasyonuyla FAD'ye dönüşmektedir. 


7.1.12.3. Tiyanin pirofosfat koenzimleri: Ancak bitkiler ve mik- 
roorganizmalar bu koenzimi biyosentez edebilirler. Tiyaminin pirimidin 
tiyaloz kısımlarının bağımsız oluştuğu ve sonradan birleştikleri kabul 
edilmektedir (Mahler ve Cordes, 1969). Bu sonuca tiyamin sentezi yapa- 
mayan bazı mikroorganizma mutantlarının pirimidin ve tiyalozün ve- 
ya her ikisinin bulunduğu ortamlarda tiyamin sentezi yapabilmelerin- 
den varılmıştır. Pirofosfatın prekürsörü, tiyamin fosfat değil, tiyamindir. 


7.1.12.4. Koenzim A: Koenzim A'nın biyosentezine katılan kısım- 
lar ayrı ayrı oluştuktan sonra bunlar bir araya getirilerek koenzim A 
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oluşur (Mahler ve Cordes, 1969). Bu kısımlar şunlardır: 1. Valininin pan- 
toik aside dönüşü, 2. Aspartattan B- alanın oluşu. 3. Sistemden B- 
merkaptoetilaminin sentezi, 4. ATP katılmasıyla nükleotit oluşu. 


7.2. Enzimlerin elde olunuşu. 
7.2.1. Enzim elde olunmasındaki ilkeler. 
7.2.1.1. Kaynağın seçimi: Enzimlerin elde olunmasında bitkisel ve 


hayvansal organlar ve giderek artan bir ölçüde olmak üzere mikroorga- 
nizmalar kullanılmaktadır. 


li X Ap A 7, vi oy 
z yiz pi ra 


Z-Metik amine 


S-hidtoksimetit . 
pitimidin : 
CH ATP ADP OCH N 
CH,CH,OHK CH,CH,O PO, H- . 
e i 


idetil-$-12 hidtoksieti! )- 
tiyazol 


PP; 


Tiyamin mongüosfai 
Jesttaz 


Tiyamin 


Tiyamin girefostat 
Tiyamin pirofosfat koenzimlerinin biyosentezleri 
Mikroorganizmalar enzimlerin potansiyel kaynağını oluştururlar. 


Mikroorganizmaların diğer enzim kaynaklarına olan bir üstün tarafı da 
koşullarını değiştirmekle ve genetik işlemlerle enzim miktarlarını 
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artırabilmek olanağının bulunmasıdır. Örneğin böylece katabolitik en- 


zimlerin miktarının, birkaç yüz defa artırılabileceği kanıtlanmıştır (De- 
main, 1972). 


Mikroorganizmada bulunan enzimlerin çeşit ve miktarları bazı 
faktörlere göre değişmektedir. Bunlar (a) suş seçimi, (b) ısı, (c) pH, 
(d) oksijen transferi, (e) besiyeri bileşimi, (f) yüzey aktif mad- 
delerin ilâvesi, (g) çoğalma gücü, (h) çoğalma evresi, (i) uyarılma, 
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sayısıdır. Bütün bu faktörler enzim üretiminde ön planda dikkate alın- 
ması gerekir. Gerçekten maliyetin yüksek olması nedeniyle sayısı 1300' 
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e varan enzimlerin bugün ancak 140 adetlinin ekonomik olarak üretile- 
bileceği kabul edilmektedir. 


Yukarıda sayılan faktörlerin bir kısmı eksojen doğada vardır ve 
bu enzimin hücre içindeki sentezinde optimal koşulların sağlanması an- 
lamını taşır. Fakat sondan 3 faktör endojen doğada ve hücre içinde gen- 
ler tarafından sentezlenen enzimlerin konsantrasyonlarını artırmada 
araştırmacılara sınırları çok geniş olanaklar vermektedir. Bunlar hakkın- 
da aşağıda açıklamalı bilgiler verilecektir. 


Uyarılma hücre içinde ve substratı olmadığı için inaktif halde 
olan enzimlerin oluşması için kodlanan ve esas (sfirükfürel) genlerin 
aktif hale geçirilmesi işlemidir. Bu işlemde, ortama uygun bir subst- 
rat ilâve edildiği zaman, esas gen devreye girer (turned on) ve enzim O- 
luşturulur. Bu şekilde oluşan enzime "uyarılan" enzim diyoruz. Uyarıl- 
ma olayının mekanizması Şekil: 100'de görülmektedir (Demain, 1972). 


Uyarılma olayının mekanizması. D — Düzenleyici gen; Y — Yük- 
seltici gen; İ — İşletici gen; E — Esas gen (strüktürel gen); Ancak ope- 
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ratör gen represiyondan kurtulduğu zaman, RNA polimeraz aşağıda DNA 
kromazomuna doğru hareket eder ve esas geni elçi (messenger) RNA 
(m RNA)'ya yazdırır (transcription). mRNA sırasıyla ribozomlar (gös- 
terilmemiş) tarafından enzime dönüştürülür. Üst kısımda uyarıcı (in- 
düktör) ilâve edilmez ve yazdırma engellenir; sistem represse edilir. 
Alt kısımda ise uyarıcı baskılayıcı (represör)'yı bağlayarak onu inaktif- 
leştirir. Bu nedenle yazdırma işi olur, ve enzim oluşur; sistem uyardır. 
D veya İ geninde ortaya çıkan mutasyanlar baskılayıcı oluşmasına veya 
onun faaliyetine müdahale edebilir. Böylece uyarıcı gereksinimi ortadan 
kalkar. Bu mutantlara "konstitütif" denilir. 


Bir çok katabolitik enzimler uyardan tüldendirler. Bunlara tipik 
örnek olarak amilaz için nişastayı, invertaz için sakkarozu ve 8 —galak- 
tozidaz için laktozu verebiliriz. Bazı uyarıcılar çok etkendirler ve £sc- 
herichia coli'de B—galaktozidaz oluşmasını bin defa artırır ve böylece 
meydana gelen enzim miktar olarak hücre proteininin büyük bir yüzde- 
sini oluşturur. 


Bazı enzimlerin uyarıcıları olarak substratları dışında potent ana- 
logları da bulunur. Buna örnek olarak yukarıda adı geçen 8—galaktozi- 
dazın laktoz yerine izopropil -8- D- tiyogalaktozit ile uyarılmasını gös- 
terebiliriz. Bazı enzimler için koenzimler uyarıcı görevi yaparlar. Buna 
örnek olarak da tiyaminin pirüvat dekarboksilazı uyarmasını göstere- 
biliriz. 

Bununla beraber mutasyonla enzimlerin bir uyarıcıya olan bağım- 
lılığı kalkabilir. Bu esas gende değil DNA kromozomunun düzenleyici 
yerlerinde olan bir değişme sonucu ortaya çıkar. Böyle mutantlar uyarıcı 
olmadan uyarılan enzim yapabilirler. 


Geri beslemeli baskılama (feedback repression)'a gelince, normal ola- 
rak mikroorganizma çoğalması sırasında oluşan enzimler ortamda meta- 
bolizma son-ürünleri toplandığında veya bu son ürün ortama ilâve edil- 
diği zaman, baskılanırlar. Bu olayın mekanizması Şekil; 101'de veril- 
miştir: 

Ancak işletici gen baskılayıcıdan serbest kaldığı zaman, RNA poli- 
meraz aşağıya DNA koromozomuna doğru hareket edebilir, ve elçi (mes- 
senger) RNA (mRNA)'ya esas gen yazdırabilir. Sırasıyla mRNA ribo- 
zomlarla enzime dönüştürülür. Üst kısımda kobaskılayıcı oluştu- 
rulur veya ilâve edilir ve yazdırma engellenir; sistem baskılanır. 
Alt kısımda kobaskılayıcı yoktur ve apobaskılayıcı aktifleşmez. Bu ne- 
denle yazdırma olur ve enzim oluşturulur; sistem baskılanır. D ve I genle- 
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Şekil: 101 Geri beslemeli baskılamanın mekanizması. D — Düzenleyici gen; Y — Yükseltic 
gen; i — İşletici gen; E — esas gen (strüktürel gen). 


rindeki mutasyonlar apobaskılayıcı oluşumuna veya baskılayıcının fa- 
aliyetine müdahale edebilir. Böylece enzimin geri beslemeli baskıla- 
maya karşı hassasiyeti ortadan kalkar. Bunun gibi mutantlara "konsti- 
tütif" denilir. 

Metabolizmanın düşük moleküllü bu son-ürünleri kobaskılayıcı ola- 
rak hücre için düzenleyici bir gen tarafından kodlanmış bir proteinle 
(apobaskılayıcı) birleşerek baskılayıcıyı oluşturur. Böyle enzimlere "bas- 
kılanabilen enzimler" denilir. Bu tür baskılamaya örnek olarak Asper- 
gillus guernicus'un fosfatın sınırlandırıldığı bir ortamda 30-35 defa daha 
fazla nükleaz ve fosfataz oluşturduğunu gösterebiliriz. 


Geri beslemeli baskılamanın sınırlandırılması için çeşitli önlemler ak- 
la gelebilir. Bunlardan bir tanesi besiyerine bir baskılayıcı ilâve ederek 
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sonürünün oluşmasını, böylece son - ürünün ortamda birikmesini önle- 
mektir. Örneğin ortama 2-tiyazolalanin ilâvesinin histidin biyosentezini 
30 katına yükseltir. 


Diğer çareler ise, oksotrofik (auxotrophic) bir mutantı gelişmesi için 
gereksindiği son-üründen yoksun bırakmak veya gereksinilen son-ürün 
yerine daha yavaş sarfedilebilen aynı son-ürünün bir türevini kullan- 
maktır. 


Katabolitik baskılamaya gelince, bunlar katabolitlerle uyarılan en- 
zimlerde görülür. Mikroorganizmalar kolay kullanılabilen karbon kaynağı 
üzerinde hızla geliştikleri zaman, bu çeşit enzimler önemli derecede baskı- 
lanırlar. Örneğin Gram-negatif bakterilerde bu durum adenozin 3' — 5' 
monofosfatın (siklik AMP) oluşmasının engellenmesinde ortaya çıkmakta- 
dır. Çünkü siklik AMP esas genin RNA polimeraz tarafından yazdırıl- 
rılması için gereklidir; siklik AMP olmayınca esas gen devreden çıkmış 


(furned off) olur. 


Bu tip baskılama enzimatik proseslere dayalı endüstrilerde önem 
kazanır. Buna ilişkin örnekler Tablo 34'de gösterilmiştir (Demain, 1972) 


Tablo 34. Bazı enzimlerin katabolit baskılaması 


Baskılayıcı karbon 

Enzim Organizma kaynağı 

a-Amilaz Bacillus stearothermophüius Früktoz 

Sellülaz Trichoderma viride Glikoz, Gliserin Nişasta, 
Sellobiyoz 

Sellülaz Pseudomonas o #luorescens var. Galaktoz, Glikoz, Sel- 

cellulosa lobiyoz 

Proteaz Bacillus o megaterium Glikoz 

Proteaz Candida lipolytica Glikoz 

Amiloglükozidaz Emdomycopsis bispora Nişasta, Maltoz, Glikoz, 
Gliserin 

Poligalaktüronik asit Aeromonas o liguefaciens Glikoz Poligalaktüronik 

transeliminaz asit 


Pratikte ortamda baskılayıcı olarak karbon kaynağı kullanmaktan 
kaçınmak katabolit baskılamaya karşı duyarlı olan enzimlerin oluşumu- 
nu teşvik eder. Bu nedenle Bacillus stearothermophüus'un früktoz yeri- 
ne gliserin üzerinde çoğaltılması ekstrasellülar olan a—amilazın oluşu- 
munu 25 kat artırmıştır. Şayet ekonomik nedenlerle baskılayıcı kar- 
bon kaynağı kullanmak zorunlu ise, o takdirde mikroorganizmanın ço- 
ğalmasını sınırlandırmak suretiyle enzim oluşumu üzerindeki baskı kal- 
dırılmış olur. Bu sürekli bir fermantasyonda fermantöre besin maddele- 
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rinin yavaş verilmesi gibi, çeşitli beslenme şekilleriyle gerçekleştirilir. 
Örneğin P. #uorescens var. cellulosa'nın kullanıldığı bir fermantasyonda 
ortama glikoz yavaş bir şekilde verilerek sellüloz oluşumu 200 kat ar- 
tırılabilir. 


Bir substratın hızla kullanılmasının neden olduğu katabolit baskıla- 
ma sellülaz, invertaz, dektranaz ve B— galaktozidaz üretiminde sorunlar 
çıkarabilir. Bu gibi hallerde yavaş olarak kullanılan benzer bir substrat 
yardımıyla, benzer substratın yavaş verilmesiyle yahut bir ester gibi 
mikroorganizmanın yavaş kullandığı bir türev yardımıyla enzim oluşu- 
mu artırılabilir. Buna bir örnek olarak sakkaroz yerine sakkaroz mono- 
polimitat kullanılmasının invertaz oluşumunu 80 kat artırması verilebi- 
lir. Katabolit baskılamaya dayanıklı mutantların kullanılması da bu bas- 
kılamadan kurtulmanın başka bir çaresidir. 


Gen dozu (Gene dosage) enzim oluşumunu sınırlayan hücre içi bir 
faktördür. Rastlantı sonucu ortaya çıkan mutantların başlangıç hücreye 
göreceli olarak fazla miktarda enzim oluşturması hücrede baskılayıcı o- 
luşunun veya faaliyetinin engellenmesine verilebilir. Örneğin Rhodo- 
pseudomonas spheroides'de normal olarak bulunan ve hücre proteininin 
© ini oluşturan katalazın miktarı mutantlarda 90 25'e kadar çıka- 
bilmektedir. 


Aynı genden fazla olması yanında yükseltici mutasyonların da en- 
zimin miktarını artırmada rol oynadığı bilinmektedir. Başka bir deyimle 
genin yükseltici (promotor) tarafında olan mutasyonlar RNA polimeraz- 
la kromozom arasındaki afiniteyi artırarak yazdırma oranını yükselt- 
mek suretiyle enzim oluşunu artırdığı düşünülebilir. Böyle bir mutasyon 
E. colide glükoz-6-fosfat dehidrojenaz miktarını 6 kat artırabilmiş- 
tir. 


Yukarıda verilen bilgilerden enzim elde olunmasında kullanılan 
kaynakta bulunan enzim miktarının yüksek olması istenileceği ve bu 
amaç için elimizde olanakların bulunduğu kendiliğinden ortaya çıkmak- 
tadır. Çünkü kaynak seçilen maddede ne kadar fazla miktarda enzim 
bulunuyorsa, o kadar saf halde ve fazla miktarda enzim elde olunması 
olanaklıdır. Fakat bu amaç için kullanılan materyaller genellikle & |1' 
den fazla enzim içermezler. 


Bazı enzimler kaynak maddede erimiş halde bulunur. Bunlara, hüc- 
re dışına çıktıklarından dolayı, eksojen veya ekstrasellüler enzimler deni- 
lir. 
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Birçok halde ise, enzim organizma canlı olduğu sürece hücre dışına 
çıkmaz. Bu nedenle böyle enzimlerin elde olunmasında önceden hücre 
zarının mekanik yollarla parçalanması veya otoliz edilmesi gerekir. Bu 
çeşit enzimlere de endojen veya endosellüler denilir. 


7.2.1.2. Enzimin izolasyonu, saflaştırılması ve yoğunlaştırılması: Hüc- 
re içinde bulunan enzimler hücre içi maddelere bağlanmış halde bulunur- 
lar. Bu nedenle bunların izolasyonunda yapılacak ilk iş enzimi serbest bir 
duruma getirmektir. Bu işlem sırasında dikkat edilecek en önemli nokta 
enzimin denatürasyonuna neden olabilecek bütün etkenlerin ortadan 
kaldırılmasıdır. Bunlar ilk planda kuvvetli asidik veya kalevi bir or- 
tam ve yüksek sıcaklık, bazı çözücüler ve köpüklenmenin yüzeysel de- 
naturasyon etkileridir. 


Hücre içinde ve hücre unsurlarına bağlı olarak bulunan enzimlerin 
hücre dışına alınmaları için hücre zarının mekanik yöntemle parçalanma- 
sında çeşitli aletler kullanılır. Bunlar arasında en basiti bir mörser içinde 
hücreleri kumlu veya kumsuz halde ezmektir. Bu ezme işi vibratörlerde 
cam bilyacıklar kullanılarak vibrasyon ile de yapılmaktadır. Ayrıca aynı 
amaç için supersonik ses dalgalarından da faydalanılır. Hücre zarının 
semipermeable durumunu bozarak hücre içinin dışarıya alınmasını sağ- 
layan otoliz yöntemi giderek daha az kullanılmaktadır. Hücrelerin soğuk 
asetonla muamele yöntemi daha çok kullanılır. Çünkü bu yöntemle en- 
zimlerin hücre dışına alınması kolaydır. 


Micrococcus Iysodeikticus ve birkaç bakteri de ise, hücre duvarı 
lizozim (Iysozyme) ile lize edilebilir. Böylece hücre içi enzimler serbest 
kalırlar. 


Hücre dışına alınan enzimin diğer hücre maddelerinden izolasyonun- 
da, saflaştırılmasında ve yoğunlaştırılmasında çeşitli yöntemler kullandır. 


"Salting-out” olarak tanınan yöntemin esasını ortamın iyonik gücü 
(ionic strengih) oluşturur. Şayet bir enzim karışımının iyonik gücü yük- 
sekse, o takdirde protein ve tuz iyonları arasında proteini erir durumda 
bırakan su molekülleri için yarışma olur. Böylece belli yüksek tuz kon- 
santrasyonunda proteinin erir durumda bulunması için yeterli su molekülü 
bulunmayacağı için protein-protein interaksiyonları protein-su interak- 
siyonlarından daha önem kazanır ve çökme olayı meydana gelir. İzolas- 
yon işleminde organik çözücüler kullanılacaksa, bu amaç için metal ve 
etil alkoller, aseton kullanılır. İşlem sırasında enzim proteininin denatüre 
olmasını önlemek için, mümkün olduğu kadar soğukta çalışılmalıdır. 
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Enzimleri bir karışım içinden proteinlerin izoelektrik özelliklerin- 
den yararlanarak izole etmek de bir yöntem olabilir. Enzim proteini öz- 
gül izoelektrik noktası civarında en az eriyebilir halde bulunduğundan, 
kolay çöker. Böylece enzim karışımının pH'sı değiştirilerek istenilen en- 
zim başka maddelerden büyük ölçüde temizlenebilir. 


Son zamanlarda geliştirilen bazı izolasyon yöntemleri enzim aktif 
merkezinin özgüllüğüne dayandırılmıştır (Brusca, 1972). Bu “afinite yön- 
temleri"nde genellikle enzimin substratına benzeyen grupların bulunduğu 
prolimerler kullanılır. Enzimlerin polimerlere selektif olarak bağlanması 
enzimlerin karışımdaki diğer proteinlerden etkin bir biçimde ayrılma- 
sını sağlar. Sonra ya bir kolonda elüsyon yahut seçici bir çöktürme iş- 
lemi ile enzim izole edilir. 


Yukarıdaki yöntemlerle izole edilmiş enzimlerin saflaştırılmalarında 
ise, başka yöntemler kullanılır. Burada esas istenilen enzimle beraber 
bulunan proteinleri seçici bir denatürasyonla çöktürerek uzaklaştırmak- 
tır. Bu amaçla çok defa dikkatli bir ısı uygulaması kullanılır. Bu sırada 
istenilen enzime zarar verilmemelidir. Bazen denatürasyon için Isı yeri- 
ne asit kullanılır. Kloroform katılmış enzim karışımının çalkalanmasıyla 
elde olunan denatürasyon da buna benzer bir etki yapar. Bazı hallerde 
de bu proteinlerin çöktürülmesi işinde ağır metal tuzları kullanılır. Bü- 
tün bu yöntemlerden hangisinin kullanılacağını enzimin ona eşlik eden 
proteinlerden daha dayanıklı olması tayin eder. 


Birçok hallerde ise enzimin temizlenmesinde ayrılması gereken mad- 
deler protein doğasında değildirler, Bu tür küçük moleküllü maddeler 
diyaliz yoluyla enzimden ayrılabilir. Bu amaç için membran ultrafilt- 
rasyon tekniği, pervaporation, diyaliz, elektrodiyaliz, ultrafiltrasyon gibi 
diğer izolasyon şekillerinden daha ümit verici görülmektedir. Bunun ne- 
deni bu tekniklerle gerekli olduğu zaman (—5*C)—(45'C) arasında çalış- 
mak ve böylece yüksek sıcaklık derecelerinde otodijesiyon (autodigestion) 
ile ortaya çıkan aktiflik kaybını en düşük düzeye indirmek olanaklıdır. 
Bu özelliğine ek olarak bu teknikte faz değiştirmeye gerek yoktur. İş- 
lem düşük hidrostatik basınç altında yapılır. Kimyasal maddeler kulla- 
nılmaz. Yoğunlaştırma ve saflaştırma işlemleri istenildiği takdirde bir- 
birini izleyebilir. Enzimin inaktivasyonuna neden olan pH ve sabit iyo- 
nik güç değişmeleri olmaz. Son olarak ekonomiktir (Porter, 1972). 


Enzimlerin temizlenmesinde en çok kullanılan yöntemlerden birisi 
de adsorpsiyon yöntemidir. Burada iki şekil söz konusudur: Klasik ad- 
sorpsiyon ve adsorpsiyon kromatografi. 
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Klasik adsorpsiyon yönteminde adsorban olarak Al (0H)., silika- 
jel, sefadeks, biyojel, lifojel (Iyphogel) v.b. maddeler kullanılır. Bu yön- 
tem enzimin yoğunlaştırılmasından daha çok enzimin saflaştırılması için 
elverişlidir. 


Adsorpsiyon kromotografisine gelince, bu yöntem özellikle çeşitli 
enzim aktivitelerinin ayırt edilmesinde geçerlidir. İyi bir adsorbandan, 
Porath'a (1972) göre, insoluble, mekanik ve kimyasal bakımdan kullan- 
maya elverişli, hidrofilik seçici bir geçirgenlik göstermesi ve inert olması 
istenir. Bütün bu özellikleri bünyesinde toplamış bir adsorban bugüne 
değin bulunamamıştır. Bununla beraber sefadeks ve biyojel bu isteklerin 
birçoğunu karşılayabilir. 


Enzimlerin saflaştırılmasında ve yoğunlaştırılmasında bazı haller- 
de elektroforezis tekniğinden ve ultra santrifüjden faydalandır. So- 
nuncusu yabancı maddelere bağlanmış enzimlerin ayrılmasında 
kullanılır. 


Enzimler yukarıdaki yöntemlerin birisiyle elde olunduktan ve saf- 
laştırılarak yoğunlaştırıldıktan sonra bozulmadan saklanabilmesi için, 
ya soğukta kurutma yöntemi yahut püskürtmeli kurutucular kullanı- 
larak kurutulurlar. Bu sırada gerektiği zaman enzime stabilizasyon mad- 
deleri katılabilir. Bununla beraber enzimler sıklıkla sıvı halde de sakla- 
nırlar. Doğal olarak böyle hallerde enzime çok özen gösterilmeli ve kesin 
olarak soğuk bir yerde bırakılmalıdır. 


7.2.2. Yüksek bitkilerden elde olunan enzimler: Bu enzimler arasın- 
da ilk planda malt ve bitkisel proteinaz gelir. Sonra domates ve sitrus 
meyvelerinden hazırlanan pektolitik enzimler sayılabilir. 


Bunlardan malt yalnız $— amilazın kaynağı olarak değil, aynı za- 
manda bileşimindeki şeker ve başka besin maddeleri nedeniyle çeşitli 
besinler için ham madde olarak da kullanılır (Sommer, 1965). 


7.2.3. Hayvansal organlardan elde olunan enzimler: Bu bölümde 
teknik enzim olarak lab, pepsin ve pankreatini örnek gösterebiliriz. Bun- 
lar pankreas bezesinin enzimleridir. 


Bunlardan lab besin endüstrisinde önemlidir. Süt danalarının şir- 
denlerinden elde olunur. Bununla beraber son yıllarda bu amaç için bazı 
mikroorganizmalar, örneğin Rhizomucor michei suşu kullanılmakta- 
dır (Sommer, 1965). 


7.2.4. Mikroorganizmalardan elde olunan enzimler: Mikrobiyolojik 
kültürlerden enzim elde olunmasında uygun suşlar veya mutantlar ka- 
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dar yetiştirme koşulları da önemlidir. Böylece enzim miktarı büyük öl- 
çüde artırılabilir. 


Esas sorun seçilmiş olan suş veya mutantları aktif tutabilmek ve 
mutasyonları önlemektir. Keza adaptasyonla da üretim artırılabilir. 
Bir başka çok önemli faktör besiyerinin bileşimidir. Her enzim ve orga- 
nizma için başka durumlar vardır. Yetiştirme yöntemlerinden hangisi- 
nin kullanılacağı, havalandırma, substratın pH'sı ve yetiştirme sıcaklığı 
gibi faktörlerin en uygununun hangisi olduğu önceden bilinmelidir. Ayrı- 
ca en uygun C— ve N— kaynakları bulunmalı ve iz elementler katılma- 
sıyla enzim oluşuna etki yapılmalıdır. 


Yetiştirme yöntemlerinden daldırma yöntemi genellikle tercih edi- 
lir. Çünkü böylece az iş gücüyle büyük hacim yaratılabilir. Bundan 
başka substratın sterilizasyonu yüzey yöntemindekinden daha emindir. 


Yetiştirmeye substratın başlatıcı kültürle (starter kültür) aşılanma- 
sıyla başlanır. Aşılama oranı 9 5—10'u bulur. Birkaç pasajdan sonra 
sonuncu aşamadan alınan bir kısım kültür yeni bir substratın aşılanma- 
sında kullanılarak sonunda sürekli bir sisteme geçmek olanaklıdır. 


Mikroorganizmalardan elde olunan enzimler arasında mantar ami- 
laz ve proteaz, pektolitik enzimler ve diğerleri sayılabilir. 


Mikroorganizmalardan elde olunan enzimlerin sayısı her geçen gün 
artmaktadır. Tablo 35'de çeşitli enzimlerin elde olunmasında kullanılan 
mikroorganizmalar verilmiştir (Rehm, 1967). 


7.3. Enzimlerin smıflandırılması: Daha önce belirtildiği gibi, enzim- 
ler özgül etkiye sahiptirler. Başka bir deyimle enzimler belli tepkime 
tiplerine ve belirli substratlara etki yaparlar. Enzimlerin sınıflandırıl- 
ması bu özelliklere dayandırılır. 


Bugün kullanılan sınıflandırmanın değişebileceği önceden kabul 
edilmelidir. Enzimleri tepkime özgüllüklerine göre gruplara ayıracak olur- 
sak, aynı enzimin dehidrojenazyon ve hidroliz gibi iki ayrı tepkimeyi 
katalize etmeyeceği varsayılır. Gerçekten enzim özgüllüğü çoğunlukla 
sabittir, fakat kural dışı hallerin olduğu da bilinmektedir. Örneğin evvel- 
ce genellikle hidrolazların başka bir tepkimeyi katalize etmedikleri kabul 
edilmişdi. Fakat daha sonra birçok hidrolazların az veya çok belirgin 
bir şekilde grup aktaran bir etki şekli gösterdikleri kanıtlandı. Substrat 
özgüllüğüne göre gruplar arasında çizilen sınırlar ise, birçok hallerde daha 
az belirgindir. Örneğin peptidazlar birçok hallerde amitleri ve peptit 
ve aminoasit esterlerini de hidrolize ederler. 
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Tablo 35. Çeşitli enzimlerin elde olunmasında kullanılan mikroorganizmalar 
Enzim Mikroorganizmalar 
Heksokinaz Sacckaromyces cerevisiae - hücreleri 
Sellülaz Myrothecium verrucaria kültür sıvısı 
Hemi sellülazlar Koyunun 1. mide bölmesi bakterileri 
Hiyaluronidaz Streptokoklar, Stafilokoklar, 
(Hiyaluronatlidaz) Pnömokoklar ve Clostridium perfringens kültür 


İnvertaz/Melibiyaz karışımı 
Saktanız 

B-Galaktozidaz 

Transaldolaz 

Sedophetülaz-1 - 7-difosfat 
Glükoz-6-fosfatdehidrojenaz 
Fosfoglükoz-izomeraz 
İnozit-dehidrojenaz 
L-Arabinoz-İzomeraz 
Ribit-dehidrojenaz 

D—-Ksiloz izomeraz 

Transketolaz 

Gliserokinaz 

Enolaz 

Fosfogliseratmutaz 
Laktat-debidrojenaz 

Enzim preparat (Aseton) 
Alkol—dehidrojena z 
Tetrahidrofolat—formilaz 

Sitrat /oksalasetat—dekarboksiiaz 
Malat enzim /laktat—dehidrojenaz 
L— lisin—dekarboksilaz 

L— Arginin—dekarboksilaz 
L—Ornitin—dekarboksiiaz 
L—Trosin—-dekarboksilaz 

L— Histidin—dekarboksilaz 
L-Glütamin asidi-dekarboksilaz 
L-Asparajin asit-dekarboksilaz 
Akrilil-Ko A-aminaz 
B-Hidroksipropiyonil-Ko A-Dehidrojenaz 
D-(—).ğ. Hidroksibütirat-dehidrojenaz 
20 Bp: »Hidroksisteroiddehidrojenaz 
3 B. 17 8 -Hidroksisteroit-dehidrojenaz 
Dihidroorotik asit-dehidrojenaz 
Fosfotransasetilaz 

. Laktat-apooksidaz 
Pirüvat-dekarboksilaz 
Apotransaminaz 

Nitrat-redüktaz 

"Anorganik" pirofosfataz 


sıvıları 
Sacchoromyces cerevisiae-hücrelen 

S. cerevisiae hücreleri 

Escherichia coli-hiicreleri 

S. cerevisiae-hücreleri (Bira mayası) 
S. cerevisiae-hücreleri (Ekmek mayası) 
S. cereviseae-hücreleri 

S. cerevisiae hücreleri 

Aerohocfer aerogenes-hücreleri 
Lactobacilus o plantarum-hucreteri 

A. aerogenes-hücreleri 
Z. plantarum—-hücreleri 
S. cerevisiae—hücreleri 
OIDIUM Jactis, 


(Ekmek mayası) 
Candida mycoderma-hiicreleri 
S5.  cerevisiae—hücreleri 

S.  cerevisiae—hücreleri 

S. cerevisiae-hücıeleri (Ekmek mayası) 

E. coli—hücreleri 

S. cerevisine—hücreleri 


Clostridium o cylindrosporum— hücreleri 
A. aerogenes— hücreleri 
1. arabinosus—hücreleri 


Bacterium o cadavisis— hücreleri 

E. coli-hücreleri 

CI. septicum 

Sırepıvcoccüs oo faecalis—hücreleri 

Cl tvetclıii— hücreleri 
CI. welchii-hücreleri 

Nocardia globerula-hücreleri 

CI. propionicum-hücreleri 
CI.kluyveri-hücreleri 

Rhodopseudontonas o sphaeroides-hücreleri 
Streptomyces  hydrogenanans-misel 
Pseudamonas o testosferoni-hücreleri 
Zymobacterium O oroticum-hücreleri 
CI.kluyveri-lhücreleri 

Diplococous pneumoniae hücreleri 

S. cerevsiae hücreleri (Bira mayası) 
S. cerevisiae-hücreleri (Bira mayası) 

E. coli-hücreleri 

S. cerevisiae-hücreleri (Ekmek mayası) 


A 


Uluslararası "Biyokimya Birliği (International Biochemicunion)"nin 
önerdiği sınıflandırma bugün en çok kabul görmüştür. Bu sınıflandırma- 


nın başlıca özellikleri şunlardır (Pekin, 


a) Enzimlerin tepkimeleri 


esas 


1979; Schormüller, 1965): 


alınmıştır. 


b) Enzimin adlandırılmasında substratın adı (az) takısıyla sonlan- 
dırılır veya tepkimenin türü esas alınır. 
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c) Parantez içindeki tepkimenin türü tanımlanır. Örneğin: 
LI—lLaktat * NAD*t > Pirüvat * CO, * NADH * Ht 


tepkimesindeki dekarboksilasyonu belirtmek için bu tanım parantez 
içinde (Dekarboksilasyon) olarak yazılır. 


d) Her enzime bir sınıflandırma kod sayışı verilir. 


Yukarıdaki esaslar dikkate alınarak Uluslararası Biyokimya Birli- 
gi'nin önerdiği sınıflandırmaya göre enzimler 6 grup altında toplanırlar: 


7.3.1. Hidrolazlar (Hidroliz edici enzimler) 
7.3.2. Transferazlar (Grup aktarıcı enzimler) 


7.3.3. Oksidoredüktazlar (İndirgeme-Yükseltgeme o tepkimelerini 
katalize eden enzimler) 


7.3.4. Liyazlar (Son ürünü çift bağ C-atomu içeren tepkimeler) 


7.3.5. İzomerazlar (Szomerleşme tepkimelerini katalize eden enzim- 
ler) 


7.3.6. Ligazlar (Sentetazlar) (ATP veya benzer trifosfatın bir piro- 
fosfat bağının parçalanması ile meydana gelen iki molekülün yoğunlaş- 
tırılmasını katalize eden enzimler) 


Şimdi biyoteknolojide adı geçmeyen ligazlar dışındaki grupların 
önemli fermantasyon enzimlerini sırasıyla görelini. 


7.3.1. Hidrolazlar: Bu enzimlerin biyoteknolojideki yeri çok önemli- 
dir. Bunlar ester, eter, peptit, glikozu, asitanhidrit, C—C, C— halojen 
yahut P—N bağlarını parçalarlar. Yaptıkları işi şu genel formülle gös- 
terebiliriz : 


A—B*H,0 xAH1BOH 
Buradaki tepkime tersinerdir. Fakat birçok hallerde tepkime sağa 
doğru o kadar ilerler ki, tepkime pratik olarak tersinmez. 


Enzimatik olan hidrolizde su bir alıcı (akseptör) olarak görev yapar. 
Fakat bazı hallerde başka maddeler de alıcı olabilir. Bu maddeler nisbe- 
ten yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu zaman, suyla yarışırlar ve 
suyun yerini alabilirler. 


7.3.1.1. Esterazlar ve lipazlar: Bu alt gruptaki enzimler ester ve 
yağları asitlere ya da alklollere hidrolize ederler. Genel formülde de gö- 
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rüldüğü gibi, esterazlar esterleri hidrolize edip kendini oluşturan asit ve 
alkole ayırırlar: 


Sabunlaşma 
R.COOR * H,O, <<< —”» R.COOH * R'OH 
Esterleşme 


Bu tepkimeye bir örnek olmak üzere etil asetatın parçalanmasını 
verebiliriz. 


CH,COOC,H,*H20 - CH,COOH*C,H,OH 


Esterazlârı birkaç grup altında toplayabiliriz: 
a) Karboksil esterazları 

b) Fosforik asit esterazları 

e) Sülfürik asit esterazları 


a) Karboksil esterazları: Bunlara lipazlar da denir. Bunlar R-COOR' 
bağlantısını içeren esterleri hidrolize ederler. Bunun en belirgin örneği 
yağın hidrolize edilerek yağ asiti ve gliserin oluşudur. 


CH,0COC ış Hs i ' CA ,OH 


| i 
CHOCOC,,H,s 4 2H.0 > CHOH - 3Cı,H3sCOOH 


| | 
CH,0C0C,5H35 | CH:0H 


Stearin BE Gliserin (o Stearik asit 


Bu enzimler az veya çok özgüldürler. Substrata özgül oluş ya ester- 
de bulunan asitle yahut hidroksil grubuyla tayin edilir. Örneğin asetil 
esterazlar özellikle asetik asit esterlerine, pektin esterazlar galaktronik 
asit esterlerine özgüldürler. 


Mayada bulunan lipazlar az incelenmiştir. Bira ve ekmek mayaları 
üzerinde yapılan araştırmalarda ekmek mayasının bira mayasından da- 
ha fazla lipaz içerdiği sonucuna varılmıştır. Mayalipazlarınınopt. pH'sı 
6.6—6.8 arasında, ısı optimumu ise 30'C'de bulunur. Lipazların ferman- 
tasyon endüstrisinde önemli yerleri vardır. Örneğin arpada bulunan yağ 
çimlenme esnasında hidrolize edilir. Bu suretle biranın köpük tutma kaa- 
biliyeti korunmuş olur. 


Karboksil esterazlarından önemli bir grup enzimin adı pektin este- 
esterazlarıdır (Pektolitik enzimler). Bu enzimler küf mantarlarında ve 
bakterilerde yaygın olarak bulunur. Pektindeki galaktronik asitin me- 
tilleşen karboksil gruplarından metil gruplarını hidrolize ederek ayırır: 
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H HM /OR H 
0 
H - 
o 
COOCH, 


R ve R' — H ve karbonhidrat kökü 


Bu enzim, görüldüğü gibi, yalnız galakturonik asitin (Pektin asiti) 
metil esterini parçalar. 


Bu enzimi içeren küf mantarları arasında Penicillium, Mucor, As- 
pergillus ve Botrytis cinerea sayılabilir. Küf mantarlarından elde olunan 
enzimin opt. pH'sı 4.5—5.0'dir. Bu enzim inhibitörlere karşı dayanık- 
lıdır. Çeşitli tuzlar ve bir ve iki değerli katyonlar aktivatör olarak etki 
yapar. 


Pektolitik enzimler endüstride meyve şıralarının durultulmasında 
kullanılır. 


Bunlar Fiftirazim, Pektinol gibi adlar altında hazır preparatlar ha- 
linde satılmaktadır. 


b) Fosforik asit esterazları: Bunları /osfomonoesterazlar ye fosfodi- 
esterazlar olmak üzere 2 grup altında toplayabiliriz: 


Fosfomonoesterazlardan/ıtaziar fitini parçalarlar. Bu enzim buğday- 
gillerde bulunur ve çimlenme esnasında fitini mezorinozit ve ortofosforik 
asite ayırır. Fitin heksofosforik asitin bir inozit esteridir. 


H OPO,H, 
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Bitkilerde çok yaygın olan bu depo maddesi özellikle buğday kepe- 
ğinde, malt ekstraktında ve takadiyastazında bulunur. Opt. sıcaklık 
48'C ve opt. pH 5.0—-6.0'dır. Fitinin Ca” iyonuyla çok Zor eriyebilir 
bir tuz oluşturması önemli bir özelliğidir. 


Fosfodiesterazlara gelince, desoksiribonükleazlar DNA'yı mono ve 
oligo nükleotitlere parçalar. Enzim desoksiribozdaki C—3 ile fosfat ara- 
sındaki fosfoester bağını parçalar: 


Mononükleotit | Pirimidin bazı — O(G—(-—-C—C—C— 
in 

Çul 

e) 


Enzimin tepkimesi Mg” veya Mn* iyonlarıyla teşvik edilir. 


e) Sülfürik asit esterazları: Bu enzimler hayvansal dokularda ve 
mikroorganizmalarda yaygın bir halde bulunurlar. Substratlara göre 
Jenolsülfatazlar, sterolsülfatlar, glükosülfatazlar v.b. diye adlandırılırlar. 


7.3.1.2. Peptidazlar: Bu enzim grubuna 'proteolitik enzim" denir. 
Bu grup içinde eskiden yüksek moleküllü proteinleri etkileyenlere profe- 
inaz, peptitleri etkileyenlere de Peptfidazlar deniliyordu. Fakat prote- 
inazların da küçük moleküllü peptitleri parçalayabildiği anlaşıldıktan 
sonra peptit zincirinin uzunluğu enzimin tayininde bir etken olacağı 
tezi artık terkedilmiştir. Herşeyden önce peptit bağlantısını oluşturan 
amino asit kökünün doğasına, sonra C— veya N— ile sonuçlanan uçlara 
bağlıdır. Bazı peptidazlar yalnız uç peptit bağlantılarına hücum ederek 
Zincirin C— veya N— içeren uçlarından bir amino asitini diğerinden ser- 
best bırakırlar. Başka enzimler ise belli emino asitler arasındaki peptit 
bağlantılarını uçlarındaki gruplarla ilgili olmadan parçalarlar. Buna göre 
proteolitik enzimler Endo— ve Eksopeptidazlar diye iki grup altında top- 
lanırlar. Bunlardan Endopeptidazlar proteinazları, eksopeptidazlar ise 
peptidazları temsil ederler. 


a) Endopeptidazlar Endopeptidazlardan /ab (kimozin) 4 aylık süt 
danalarının şirdenlerinden elde olunur. Bu enzim sütü koagüle eder. Pey- 
nircilikte büyük önemi vardır. Kazeinden başka diğer proteinler de aynı 
enzim tarafından parçalanabilir. 


1953 yılında Berridge tarafından kristalize edilen bu enzimin hepsin- 
den farklı olduğu ortaya konulmuştur. 
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Mikroorganizmalardaki proteolitik enzimlerin sayısı yüksektir. 
Birçok hallerde bu enzim mikroorganizma tarafından ortama verilir. 
Bunlardan birkaçı kristal halde elde olunmuştur. Örneğin Bacillus sub- 
tilis'ten o Subtulisin üretilmiştir. Molekül ağırlığı takriben 30 000' dir. 
N— ile sonuçlanan amino asiti alanindir. İzoelektrik noktası pH 9.5, 
opt. pH 9.0' dur. 


Bu enzimin özgüllüğü çok geniş sınırlar içindedir. 


b) Eksopeptidazlar : Bu enzimler yukarıda açıklandığı gibi son grup- 
lardan peptit zincirini parçalar. Bunlar 3 gruba ayrılırlar: 


Karboksipeptidazlar: C— ile sonuçlanan amino asit kökünü ayırır. 


R R' 
Peptii—NH,—CH CO —|(— NH CH COOH 
Aminopeptidazlar: Peptidin N-— ile sonuçlanan amino asitlerini 
parçalar. 
<R | R | 
EN EH CGO— — NH dr COOR— peptit 


| 


Dipeptidazlar: Bu enzimler yalnız dipeptitleri parçalarlar. 


R RK 
| İİ | 
NH,—CHCO —|(— NHCH—CO OH 


Fermantasyon endüstrisinde proteolitik enzimlerin en fazla bahis 
konusu olduğu yer biracılıktır. 


Arpada proteolitik enzimler bulunmakla beraber çimlenme sırasın- 
da bir taraftan miktar bakımından 3 katı kadar artarlarken, diğer taraf- 
tan daha aktif bir duruma geçerler ve proteinleri parçalarlar. Bu sırada 
proteinlere bağlı olarak bulunan 8— amilaz da serbest hale geçmiş olur. 


Arpadaki endoenzimler proteinlere etki yaparak onları albümozlara 
ve peptonlara kadar parçalarlar. Endopeptidazların opt. sıcaklığı 50*C 
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olup eksopeptidazlara göreceli olarak daha dayanıklıdırlar. 70'C'de bo- 
zulurlar. Bununla beraber bu durum ortamın pH'sı ile ilgilidir. Gerçek- 
ten 4.4—4.6 pH'da 60—70'*C'ye bir süre dayandıkları halde, 6.0 pH'da 
62'C'de 10 dakika da bozulurlar. Opt. pH 5.0'dir. Alkole karşı da ol- 
dukça hassastırlar. Arpada bulunan eksopeptidazlar albümozlar ve 
peptonlar üzerine etki yaparak onları amino asitlerine kadar parça- 
larlar. Eksopeptidazların opt. pH'ları 7.8—8.6'dır. Daha çok çimlenme 
sırasında çalışırlar. Çünkü maltın kurutulması sırasında bir hayli zayıf- 
lamış olurlar. Opt. sıcaklık 45—50*C'dir. 


7.3.1.3. Amidazlar: Amit ve amit bileşiklerinin hidrolizasyonunu ya- 
pan bu grubun en önemli enzimi "üreaz"dır. Ürenin parçalanmasını ka- 
talize eder: 


H,N— CO— NH, *#H,0 ->C0, *2NH, 
Bu enzim mikroorganizmalarda ve yüksek bitkilerde bulunur. 


Bu grupta bir diğer enzim penisillinaz dır. İlk defa Escherichia coli' 
de bulunan bu enzim sonra birkaç bakteride de saptanmıştır. Bacillus 
cereus'dan kristal bir halde elde olunmuştur. Penisilini parçalayarak 
penisillioik asit oluşturur. Bu enzimin penisiline dayanıklı bakteriler için 
karakteristik olmaması dikkat çekicidir. Çünkü bu enzim penisiline du- 
yarlı bakterilerde de saptanmıştır. 


7.3.1.4. Glikozidazlar: "Karbohidraz" da denilen bu enzim grubu 
içinde yarı asetal, başka deyimle "glikozit" bağlarını hidrolitik olarak par- 
çalayan enzimler anlaşılır. Bu enzimler iki alt gruba ayrılırlar: 


a) Oligoglikozidazlar 
b) Polisakkaridazlar 


Ayrıca glikozit bağlarını parçalayan enzimler a— 6— eglikozidazlar 
ve poliyazlarda olduğu gibi, etki mekanizmasına göre de ekso— ve en-, 
doenzim diye gruplar altında toplanırlar. 


Eksoenzimler molekül zincirini uç halkalarından parçalarlar. Endo- 
enzimler ise uç halkalardan oldukça serbest hareket ederler. Bütün egli- 
kozidazlar zayıf ve nötral ortamlarda optimal olarak çalışırlar. 


a) Oligoglikozidazlar: "Oligosidaz" olarak da anılan bu enzimler ba- 
sit yapılı glikozitlerin ve oligosakkaritlerin hidrolizasyonunu katalize 
ederler. Bunların özgüllüğü glikozit bağlarının çeşidi (a— veya B— gh- 
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kozit), şekerin türü (glikoz, galaktoz v.b.), şekerin halka biçimi (piran 
veya füran) ve bir dereceye kadar büyüklüğü ile ilgilidir. 


Glikozidazlar hayvansal, bitkisel ve mikrobik hücrelerde yaygın 
olarak bulunurlar. Denilebilir ki, bu enzimi içermeyen organizma düşün- 
mek olanaksızdır. Bu enzim grubundan biyoteknolajide en çok adı 
geçen enzimler aşağıda verilmiştir: 


—a- Glikozidazlar (Maltaz) : Bu enzimler D—Glikozu ve a— gli- 
kozit bağlantıları olan oligosakkaritleri parçalarlar. Birçok a— glikozi- 
dazlar maltozu parçaladığından "maltaz" adıyla anılırlar. Fakat bazı 
a— glikozidazlar maltoza etkili değildir. a— glikozidazların bütün a— 
glikozitleri parçalayacağı doğru değildir. Gerçekten de a— trehalozun 
enzimatik parçalanmasına başka bir enzim eşlik eder. 


Çok yaygın olarak bulunan bu enzim birçok maya türünde saptan- 
mıştır. Bununla beraber 8— galaktozidaz enziminin bulunduğu S. marx- 
ianus, 5S. exiguus ve Saccharomycodes ludwigi gibi mayalarda saptan- 
mamıştır. Bu enzim doğada amilaz ile beraber bulunur. Arpada da 
oldukça fazla miktarda maltaz vardır. Çimlenme sırasında miktarı 2 
katı kadar artar. Bu enzim "Taka diyastasın'da da bulunur. 


Maltazın pH—optirnası maltazın orijiniyle ilgili olarak değişir. Ör- 
neğin mayada bulunan maltazın pH-optimumu nötral noktadayken, 
arpa maltında bulunan maltazınki 4.5'dir. Sıcaklık optimumu 35 — 40 
*C'dir; 50*C'nin üstünde bozulur. a— glikozidaz aynı zamanda sakka- 
rozu da parçalar. 


a— Glikozidaz biracılıkta ve aynı zamanda nişastalı ham maddeler 
işleyen ispirtoculukta maltozu parçalayarak fermantasyona hazırlamış 
olması bakımından çok önemlidir, 


a—Glikozidaz en kolay olarak bira mayasından elde olunur. Bira 
mayası asetaldehitle otolize edilir. Bu sırada ortamın reaksiyonu alkali 
kalması icap eder. Çünkü enzim aside karşı çok duyarlıdır. Otolizattan 
enzim Al (OH), ile adsorpsiyon yoluyla izole edilir. Bu sırada sakkaroz 
adsorban tarafından tutulamayacağından a— glikozidaz yalnız kalmış 
olur. 


a—Glikozidazın yaptığı parçalanmayı aşağıdaki formülde görebi- 
liriz: 
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Maltoz Glükoz 


— 8-h-Früktofüranosidaz (Sakkaraz, İnvertaz): Bu enzim sakkaro- 
zu parçalayarak kendini oluşturan glikoz ve früktoza ayırır. 


CH,JOH CHLOH 
iş va yi A4—o, GHEOH. g 
K m > # H,O--K b a 
N G OH ç OH. 
oy | İğ OY oni ON OH N ,7 CHJOH 
OH OH OH OH 
Sakkaroz Glükoz Fruktoz 


Aynı enzim raffinozu da parçalayarak früktoz ve melibiyoza ayırır, 


CHLOH e, | 
İ i 
K.OOH Hu EE OH Eu OH 
OH — —Y —— 
OH OH 
Galaktoz Glukoz Früktoz 


Mikroorganizmada a— galaktozidaz da bulunuyorsa, o takdirde 
melibiyoz da parçalanarak galaktoz ve glikoza ayrılır. Bu durum alt 
ve üst fermantasyon maya tiplerinin birbirinden ayırt edilmelerini sağlar. 
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Melas ispirtoculuğunda alt fermantasyon maya tiplerinin kullanıl- 
ması melasın 9 1 oranında raffinoz içermesindendir. 


8— Früktofüranosidazın pH optimumu enzimin orijiniyle ilgili 
olarak 4.2—7.0 arasında değişir. Örneğin mayadan izole edilen enzim 
için opt. pH 4.5—5.0'dır. 


Bu enzim kuvvetli oksidatif bir madde ve ağır metal tuzları karşı - 
sında tersinmez olarak bozulur. Alkol de enzimi inaktifleştiren maddeleı- 
dendir. Burada şunu kaydetmeliyiz. 96 50'lik alkol absolü alkolden daha 
etkendir. Bundan başka anilin, fenilhidrazin gibi çeşitli aminler ve ami- 
noguanidin de durdurucu maddeler olarak biliniyor. Bu etkenin nedeni 
enzimin aktif kısmında karbonil grubunun varlığına verilmektedir. 


Früktoz, 8$— glikoz, a— ve $— galaktoz, a— ve B— arabinoz, ram- 
noz da enzimi inaktifleştirir. 


Bu enzim birçok mayalarda bulunur. Ancak birkaç "Torula" maya- 
sında ve K/oekera apiculatus'Aa. bulunmaz. Enzim aynı zamanda bazı küf 
mantarlarında ve bakterilerde de vardır. 


Bitkilerde özellikle pancar yaprağında, patates yumru ve yaprak- 
larında, hububat danelerinde bulunur. En fazla bulunduğu bir yer de 
baldır. 


Bu enzim ileri derecede temizlenmiş olmakla beraber, henüz kristal 
halde elde olunamamıştır. 


(5-Früktofüranaz mayadan elde olunur. Mayadaki enzim miktarı 
yetiştirme koşullarıyla ilişkilidir. Bu nedenle başlangıçta mayayı sak- 
karozlu bir ortamda hava vererek yetiştirmek enzim miktarını artırır. 
Bunun için paket mayasından & 5'lik bir maya süspansiyonu yapılır. 
Buna & 0.2 oranında Mg SO, katılır. Ortam pH 4.5'e ayarlanır. 6 saat 
50 *C'de ve bol hava vererek tutulur. Bu sırada ortama W 3 oranında 
sakkaroz katılır ve pH 4.5'de tutulur. Elde olunan bu maya süspansi- 
yonundan 20 kg alınır ve buna 4.5 kg toluol katılarak 3 saat süreyle 
plazmoliz edilir. Sonra üzerine 45 1 su ilâve olunur. Bu esnada pH 5.8'e 
ayarlanır. 30 *C'de 24 saat süreyle bırakılarak otolize edilir. Otobzas- 
yonun sonunda pH 4.7'ye ayarlanır ve santrifüj edilir. Otolizatta bulu- 
nan enzim 0*C'de & 1.25-1.50 alkol ilâvesiyle çöktürülür. Bu amaç 
için kullalacak alkolün izopropil ve izobütil alkol olması tercih edilir. 


Bu enzim invert şeker ve yapay bal üretiminde, çikolata endüstri- 
sinde kullanılır. 
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—$-Galaktosidaz (Laktaz): Bu enzim mayalarda pek nadir hallerde 
ve yalnız (Kluyveromyces fragilis), Sachsia suaveolens ve oTorulopsis 
kefyrde bulunmaktadır. 


Bu enzim laktozu (süt şekeri) parçalayarak galaktoz ve glikoza 
ayırır: 


OH CHJOH OH ÇCH,OH 
OH iş, o KN R > gi — e Fi Val m. 
ON, ig NOH OR * gk g/ OK eki e» 
CH,OH OH CH,OH OH 
Laktoz Galaktoz Glükoz N 


8-Galaktozidazın pH optimumu kaynakla ilgili olarak değişir. Ör- 
neğin maya 8 -galaktozidazın oOpt. pH'sı7.O olduğu halde, küflerden el- 
de olunanın 4.2-4.7 arasında bulunur. 


8-Galaktozidazın elde olunmasında kaynak olarak bu enzimi fazla 
miktarda içeren kahve ve yonca tohumları salık verilebilir. 

—a-Galaktosidaz (Melibiyaz) : Bu enzim raffinozu melibiyoz ile frük- 
toza parçalar. Doğada serbest halde bulunmaz. Ancak raffinozun en- 
zimatik veya asit ile hidrolizasyonu sonucu meydana gelir. 

a-Galaktosidaz alt fermantasyon tipi mayalarda bulunur; üst fer- 
mantasyon tipi mayalarda bulunmaz. Alt fermantasyon mayaları me- 
las ispirtoculuğunda önem kazanırlar. Çünkü melasta W 1 kadar raffi- 
noz vardır. Bu enzim ayrıca az miktarda taka diyastazında, malt eksrak- 
tında ve doğada ise emülsinde, yonca tohumlarında ve Helix pomatia - 
nın sindirim salgılarında bulunur. 

— Trehalaz: Bu enzimin substratı trehalazdır. Trehaloz Fehlengi in- 
dirgemeyen şekerlerden biri ve |1,l-a-D-glükopiranosil-a-D-glükopira- 
nosit olarak tanımlanır. 

Bu enzim trehaloz gibi iki molekül glikozdan oluşan maltozu par- 
çalayamaz. Çünkü maltozdaki glikozit bağlantısı 1.4'dür: 


CH ire * CH,OH 
pH 3 OH 0 
o 
o — be 
OR OH o er OH 
OH. e a e a 
© Trehalez N Glükoz i 


Trehalaz a-glikozidaza göre ısıya dayanıklılık bakımından da deği- 
şiklik gösterir; trehalaz yaklaşık 63 “C'de, a-glikozidaz ise yaklaşık 
75 “C'de inaktifleşir. 

Trehalaz mantarlarda oldukça az, alglerde ise sık rastlanır. Bazı 
yüksek bitkilerde ve bakterilerde de bulunur. 


Trehalazın elde olunmasında Aspergillus niger veya mayalar kul- 
lanılabilir. 


b) Polisakkaridazlar: Burada bu enzim grubundan fermantasyon 
endüstrisinde önemli olanlar üzerinde durulacaktır. 


—Amilaz : Bu enzim fermantasyon endüstrisinde çok önemli bir ham 
madde olan nişastanın hidrolizasyonunu katalize eder. Bu tepkime sı- 
rasında nişasta 3 aşamadan sonra şekere kadar parçalanmış olur (Wein- 
furtner ve ark., 1965). 


Daha önce ısı uygulamasıyla çirişlenerek enzimlerin etkisine açılan 
nişastanın enzimatik parçalanmasının ilk aşamasında vizkozite düşer, 
yani sulanma olayı ortaya çıkar. Tepkime ilerledikçe 2'inci aşama olan 
dekstrinleşme görülür. Bu aşamanın açık belirtisi nişastanın iyot ile ver- 
diği mavi rengin giderek kaybolmasıdır. En son aşamaya şekerlenme 
denilir ki, bu aşamada maltotriyozun, maltozun ve glikozun oluştuğu 
görülür. 


Maltta bulunan iki amilolitik enzimden a-amilaz nişastayı sür'atle 
sulandırdığı ve dekstrinleştirdiği halde, şekerlendirme yavaş ilerler. 
Buna karşın 8-amilaz nişastayı yavaş sulandırır ve dekstrinleştirirken, 
ortamda fermente olabilen karbonhidratların miktarı artar. Her ne ka- 
dar nişastanın iyot ile verdiği mavi renk ve yüksek vizkozite uzun sü- 
rerse de, B-amilazın nişastadan şeker oluşturması ileri ölçüdedir. a-Ami- 
laz ise viskoziteyi hızla düşürerek iyot tepkimesinin tamamen kaybol- 
masına neden olur, fakat nişasta molekülleri ancak orta büyüklükteki 
dekstrinlere kadar parçalanır. 


Nişastanın amilolitik parçalanmasındaki aşamalar söyle gösteri- 
lebilir: Nişasta çirişi -- Eriyebilir nişasta — Dekstrinler - Maltoz ve 
bu parçalanma aşamalarına uygun olarak da Sulanma —- Dekstrinleş- 
me — Şekerlenme işlemleri birbiri ardı sıra, aynı zamanda ve yan yana 
cereyan ettiğinden nişastanın bir kısmı maltoza dönüşürken, başka bir 
kısmı hâlâ ham nişasta halinde bulunur. 


Nişastayı parçalayan amilazın a ve B olarak ayrılması bu enzimin 
a ve $ glikozit bağlarını parçaladığı anlamına gelmemelidir. Tam aksine, 
bu parçalanma sırasında ilk olarak meydana gelen maddeler ifade edilir. 
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Örneğin a-amilazlar a-formunda parçalanma ürünleri, B-amilazlar da 
8-formunda maltoz oluştururlar. 

Yukarıda amilazların nişastayı değişik biçimlerde parçaladıkları 
belirtilmişti. Aşağıda bu değişik parçalama biçimlerinin mekanizmaları 
açıklanacaktır (Weinfurtner ve ark., 1965): 

—68-ve a-Amilazların amilozu parçalama mekanizmaları: Şekil: 102'de 
bu parçalanma mekanizması görülüyor. Amiloz 200-400, ortalama 250 
glikoz molekülünden oluşur. Glikozlar düz bir zincir içinde a-1,4-bağ- 
larıyla birbirleriyle bağlanmışlardır. Amiloz miktarı arpada yaklaşık 
© 23, maltta ise W& 28'dir. Amiloz iyot ile koyu mavi bir renk verir. 


PP Lan N 
0000 00 C0 0000 00 vo 
İ ummmmmmintila | 
m OR e Bi 
go gom çam in ira 
aldim ra 
BES a matla sala Siz 
e İNİ çe gi 
aaa S 818055018 


Şekil: 10 2. B- Amilazın (yukarıda) ve a- Amilazın (aşağıda) amiloz üzerine etki mekanizması 
(Weinfurtner'e göre) 


Arpada bulunan 8-amilaz amiloz zincirine indirgenmeyen ucundan 
etki yapar ve bir biri arkasından 8-formunda bir maltoz molekülü ayırır. 
Glikoz moleküllerinden oluşan zincir düz ise, o takdirde amilozun he- 
men tamamı maltoza dönüşür. Zincir düz değilse, o takdirde de parça- 
lanma ürünü bir maltotriyoz molekülüdür. Bunu 8$-amilaz parçalayamaz. 


a-Amilaza gelince, bu enzim amiloz zincirini içten parçalayarak orta- 
lama 6-7 glikoz molekülünü içeren a-dekstrin oluşturur. Bu dekstrinlerin 
bir aşama parçalanmalarıyla a-formunda maltoz ve nihayet maltotriyoz 
ve glikoz meydana gelir. Zincir uzunluğunun düşmesi fermente olabilen 
şeker miktarının oluşmasını çok kuvvetli yavaşlatır. Bu, enzim ve 
substrat arasındaki afinite ile ilgilidir. Uzun zincirler substrat olarak 
kısa olanlara göre enzime karşı daha yüksek afinite gösterirler. Diğer 
taraftan bu amilaz arpada çok daha az miktarda bulunur ve esas olarak 
malt yapımı sırasında oluşur. 


-B-ve (o a-Amilazların (o amilopektini parçalama mekanizmaları: Şekil: 
103'de bu parçalanma mekanizmaları görülmektedir: 
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Şekil: 103. B- Amilazın (solda) ve a- Amilazın (sağda) amilopektin üzerine etki mekanizması 
(Weinfurtner'e göre) 


Amilopektin büyük çoğunluğu a-1,4-bağlı glikoz moleküllerinden 
ve ilâve olarak 15-30 glikozluk birim aralıklarıyla a-1,6 bağı, yani 
izomaltoz bağından oluşur. Bunun sonucu olarak amilozun aksine ami- 
lopektin çok dallanmış halde bir ağacı andırır. Amilopektin 6000 kadar 
glikoz içerebilir. Arpada izomaltoz bağlantısı yapan glikoz molekül- 
lerinin sayısı 24-25 iken, maltta bu. sayı 17-18'e değin düşer. Arpa ni- 
şastasında 95 75-80 kadar amilopektin bulunur. Ayrıca amilopektin 
iyotla viyole ve kırmızımtrak bir renk verir. 


8-Amilaz eksoamilaz olarak amilopektini indirgenmeyen uçtan baş- 
layarak maltoz oluşturur. Bu parçalama izomaltoz bağına değin devanı 
eder ve a-1,6-bağma"2-3 glikoz molekülü kaldığı zaman durur. Parça- 
lanmadan kalan ve iyotla boyanan yüksek moleküllü bu kısım 'Sınır- 
desktrininV' oluştur. 


a-Amilaza gelince, bu amilaz bir endoenzim olarak amilopektini 
içerden ve izomaltoz bağları arasındaki zincirleri parçalar. Dekstrin- 
leştirme zincirlerde 15 glikoz molekülü kalıncaya kadar daha hızlı, 
bunu izleyen şekerlendirme ise, daha yavaş olarak cereyan eder. 1,4—bağı 
içeren ve 6-13, ortalama 9 molekülden oluşan a-dekstrin, bir veya bir- 
den çok izomaltoz bağı içeren dekstrin ise, a-sınır dekstrini olarak tanım- 
lanır. a-Dekstrin 8-amilaz tarafından tamamen şekerlendirilerek sonun- 
da maltoz ve maltotriyoz meydana gelir. a-Sınırdekstrini ise a-amilaz 
1,6-bağlarını parçalayamadığından daha ileri derecede parçalanmaz. 
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Maltta her iki amilaz bir arada bulunur. a-Amilaz nişastanın par- 
çalanmasında baş rolü oynar. Çünkü bu enzim hem düz hem de dallan- 
mış Zincirleri parçalayabilmekte ve böylece B-amilaza çalışma olanakları 
sağlamaktadır. Ancak a-amilazın yalnız başına nişastayı parçalaması için 
haftalar ve aylar gerekirken, bu iki enzim birlikte (joint action) çalıştığı 
zaman amiloliz uygun koşullar altında Il saat içinde 9 75-80'lik bir 
hidrolizasyon derecesine erişebilir ve 3-4 günde tamamen sona erebilir. 


a-Amilazın sıcaklık optimumu 72-75 *C ve pH optimumu ise 5.6- 
5.8'dir. 80 *C'de enzim bozulur. 8-Amilazın sıcaklık optimumu ise 62- 
65 “C'dir. 70 *C'de inaktifleşir. pH optimumu 5.0'dir. pH 5.7'de enzim 
aktivitesi hızla düşer. 


—Sınırdekstrinaz (Grenzdeksirinaz — Debranching enzyme) ve R-En- 
zim o (Amiloglikozidaz) : Maltta yukarıda anlatılan iki amilazın yanında 
bulunan başka enzimler de vardır. Bunlardan sınırdekstrinaz a-dekstri- 
nin 1,6-bağlarını parçalar ve böylece a- ve 8- amilazlar için engel oluş- 
turan adı geçen bağları ortadan kaldırmış olur (Şekil: 104). 


p - Sınırdekstrin 


Şekil: 104. 8- Sınırdekstrin, a- deksrin ve a- sınırdekstrin (Weinfurtnere göre) 
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Sınırdekstrinaz da a-amilaz gibi arpanın çimlenmesi sırasında olu- 
şur. Sıcaklık optimumu 40 *'C; pH optimumu 5.I'dir. Bu enzim daha 
düşük sıcaklıkta fermente olabilen karbonihdratların miktarının art- 
masından sorumludur. 


Parçalanmanın ilk aşamalarında karbonhidartlar maltotetraoz, 
maltotriyoz ve az miktarda da maltoz, daha sonraki aşamada ise mal- 
totriyoz, maltoz ve az miktarda da glikoz oluşur. Aynı enzimin $ -dekst- 
rine etkisi çok zayıftır. Diğer bir amilolitik enzim R-enzimdir. Bu enzim 
hem amilopektini hem de -sınırdekstrini parçalar. Nişastanın fermente 
olabilen formlara dönüşmesindeki rolü azdır. a-Dekstrini parçalayamaz. 
sıcaklık optimumu 40 *C; pH optimumu ise 5.3'dür. 


Sellülaz: Sellülaz çok komponentli bir enzim sistemidir. Krorna- 
tografik ve elektroforetik teknikler kullanarak bu kompleks yapı kom- 
ponentlerine ayrılabilmiş ve enzimin en az 3 farklı tipte enzimden oluş- 
tuğu saptanabilmiştir (Wood, 1975 ve Dellweg, 1978): Bunlar ekso- 
8-1,4-glükanaz (Cı-enzim), endo-B-1,4-glükanaz (C,-enzim) ve © -glü- 
kozidaz (sellobiyaz)'dır. Yapılan başka bir araştırmada jel filtrasyon, 
iyon değiştiricili kromatoğrafi ve izoelektrik yöntemleriyle bu sellülaz 
kompleksinin | eksoglükanaz, iki endoglükanaz ve | 8-glükozidaz olmak 
üzere 4 adet komponentten oluştuğu anlaşılmıştır. 


Bugün doğal kristal sellülozun enzimatik parçalanmasında önce 
endo-B-1,4-glükonaz molekülün parakristal alanına etki yaparak mole- 
külde sonraki aşamalarda indirgenen uçların serbest kalmasına ve strük- 
türün dağılmasına neden olur. Nihayet ekso-B-1.4-glükanaz bu uçlara 
etki yaparak sellobiyoz oluşturur. Bu sonuncu 8-glükozidaz tarafından 
glikoza hidrolize edilir. 


Sellülozu parçalayan bu kompleksin enzimleri bir arada çok kuv- 
vetli bir sinerjetik etkiye sahiptirler. Hatta son çalışmalar bu tepkime- 
lerde oksidasyon olaylarının da bir rolü olabileceğini düşündürmekte- 
dir. Çünkü çok sayıdaki sellülotik mantarda oksidaz vardır. Bu mantar- 
larda fazla miktarda oluşan hidrojen peroksit, Fe iyonlarıyla birleşmesi 
halinde, sellülozun oksidasyonuna ve depolimerizasyonuna neden ola- 
bilir. 


8-1,4-glükanaz sellülozun eriyebilir türevlerini veya şişmiş ve kıs- 
men parçalanmış sellülozları hidrolize edebilir. Bu enzimin aktivitesini 
ölçmek için karboksimetil sellüloz (CMC) kullanılır. Fakat hidroksimetil 
sellüloz daha uygun olabilir. Enzim aktivitesi viskozitedeki düşme veya 
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indirgen şekerlerin ortaya çıkmasıyla ölçülebilir. $-1,4-glükanazın 
sellülozu parçalaması sırasında miktar bakımından en fazla sellobiyoz 
ve sellotriyoz oluşur. 


8-glükozidazın substratları sellobiyoz ve kısa zincirli sellooligosak- 
karitlerdir. Bunları glikoza kadar parçalar. İki molekül glikozun 
8-glikozit bağıyla bir araya gelmesinden- oluşan sellobiyozun bu enzim 
tarafından hidrolizi aşağıdaki formülde gösterilmiştir: 


OH CH3OH “OH CHJOH 
Ko 4 0 0H HO #70, oy 
—K DR e i v 
4/70 KOH ÇA *HOKH Şaz a4 K OK b 
—0 ——v >. 9 OH RON. 
CHJOH OH CHJOH OH 
Sellobiıyoz yi N , Glukoz : | . Glukoz 


8-Glükozidazlar 8-glikozitlerden başka B-ksilozit, hatta D-glüko- 
piranozun 6'ncı karbon atomundaki CH,OH yerine bir hidrojenin gel- 
miş olduğu bileşikleri de hidrolize edebilirler 


Sellülaz kendisinin oluşturduğu son ürünler olan sellobiyoz ve gli- 
koz tarafından kuvvetli olarak baskılanır. Bu nedenle pratikte sellülazla 
çalışılırken bu baskıyı kaldırmak amacıyla çeşitli yöntemler ileri sürül- 
müştür. Bunlardan birinde kültür sıvısı bir membranfiltreden geçirilerek 
oluşan glikoz diyalizatla uzaklaştırılmaktadır. Bu sırada henüz par- 
çalanmamış sellüloz ve enzim reaktöre geri döndürülür. Böyle bir yön- 
tem kullanarak & 15'lik gazete kağıdı hamuru ile yapılan bir denemede 
48 saat sonra & 10 glikoz içeren bir ürün elde olunabilmiştir. Bu dene- 
mede şekerlendirme derecesi yaklaşık 90 60'ı bulmuştur. Daha düşük 
substrat ve daha yüksek enzim konsantrasyonlarıyla bu verimin geçi- 
lebileceği ileri sürülmektedir. Ancak sellülazın endüstride ekonomik 
olarak kullanılabilmesi için yöntemlerde aşağıda belirtilen gelişmelerin 
olması gerekir (Dellweg, 1978): 


a) Erimeyen kristal sellülozu hidrolize edebilen sellülazın elde edil- 
mesi. ' 
b) Glikoz oluşunu artırmak için hidrolizasyonun optimizasyonu. 


c) Enzimatik hidrolizin sellüloz substratına erişebilmesini sağlayan, 
kaabil olduğu kadar ucuz ön işlem yöntemlerinin geliştirilmesi. 


d) Fazla miktarlarda çeşitli artıkların bulunması. 


Sellülozdan faydalanabildi mikroorganizmalar arasında bakteriler, 
Actinomyceflea ve yüksek mantarlar bulunur. Bu sellülotik mikroor- 
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ganizmalardan elde olunan enzim preparatların pek çoğunda endo-fi- 

1.4-glükanaz ve B-glükozidaz bulunmasına karşın, ekso-6 -1.4-glükanaz 

komponenti az sayıdaki preparatta vardır. Bu komponent Trichoderma 

koningi ve T. viride'den elde olunan preparatlarda en fazla bulunur. 
7.3.2. 

: Transferazlar belli grupları bir vericiden alı- 
cıya aktarırlar. Bu aktarım hidrolazların bir yan tepkimesi olarak 
ortaya çıkan aktarımdan farklıdır. Çünkü transferazlar tarafından ya- 
pılan aktarımlar da alıcı kadar verici de kesin olarak özgüldür. Ortam- 
da daima fazla miktarda bulunan su rakip bir alıcı olarak ortaya çıkmaz. 

Fizyolojik koşullarda enzimatik sentezler hidrolizlerin tersinmeleriyle 
olmaz veya ender olarak olasıdır. Fakat, bir glikozil grubunun aktarımında 
görüldüğü gibi, bir enzimatik aktarımda serbest enzimin değişimi çoğun- 

C,H,,O,—ORHR'—OHZz2C,H,,O,.—OR'#RHOH 

lukla çok büyük değildir. Keza bir çok bileşiklerin aktarım tepkimeleriy- 
le enzimatik sentezleri, hidroliz tersinmesiyle meydana gelen bir sen- 
tezden termodinamik olarak daha olasıdır. Diğer taraftan esasen ser- 
best cereyan eden bir enzimatik sentezin aktarım tepkimesi için, yeterli 
enerjice zengin bir vericiye gereksinim olacağı açıktır. Bu enerji heterot- 
rof organizmalarda cereyan eden beslenmeden ortaya çıkar. Beslenmenin 
esas maddelerinin biyolojik oksidasyonu, özellikle karbonhidratların 
ve yağların enerji gereksinimi olan sentezler için kullanılmak üzere 
oksidasyondan çıkan serbest enerjinin önemli bir kısmını bünyelerin- 
de depo eden maddelerin sentezine olanak verir. 


7.3.2.1. Fosfat grubu aktarıcı enzimler (TIransfosfatazlar): Kinaz 
adıyla anılan bu enzimler adenosin trifosfatın (ATP) uçtaki fosfat gru- 
bunu başka bir maddeye aktararak adenozin difosfat (ADP) oluşturur- 
lar. Bu enzimlerin tepkimeleri alıcının türüne göre tersiner veya tersin- 
mez olabilmektedir. Örneğin aşağıda gösterilen tepkimede meydana ge- 
len glükoz-6-fosfat bir fosforik asit esteri olarak enerjice zengin olma- 
dığından tepkime tersinmezdir: 


ATP * Glikoz — Glikoz -6- fosfat * yaklaşık 5 kcal 


Buna karşılık keratinkinazın ATP'den fosfat grubu aktarımında 
ise enerjice zengin (yaklaşık ATP'nin kalorisi kadar) olan keratin fosfat 
oluşur. Bu takdirde tepkime yüksek bir dengeye ulaşır. 

Enerjice zengin olan ve olmayan fosfatlar arasında çok kesin bir 
sınır çizmek kuşkusuz olanaklı değildir. 

ATP tipindeki enerjice zengin fosfatlar, oksidasyonlar ve enerji 
isteyen sentezler arasında irtibatı sağlamada çok önemli rol oynar- 
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lar. 


Sentezler yukarıda örnekleri verilen fosfat aktarımları olduğu gibi, 


ATP'deki enerjice zengin her iki bileşiğin birinin veya diğerinin katıl- 


dığı tepkimeler de olabilir. 


Bu enzimler alkol ve asit fermantasyonlarında çok önemli rol oy- 
Bunların başında 


narlar. 


Burada tepkime pratik, 


fat, yukarıda da belirtildiği 
gin değildir. 


ATP-heksoz transfosfataz (heksokinaz) gelir: 


CH,0. P 
O 
e — *ADP 
Oo” OH 
. “ OH 
© Glükoz- 6-fosfat 


(Robinson esteri) 


anlamda tersinmezdir. Çünkü glükoz-6-fos- 
gibi, fosforik asit esteri olarak enerjice zen- 


ATP enerjice zengin fosfatlardandır. Her molekülün enerjisi 8 kcal 


olarak kabul edilmektedir. 


Formülde görüldüğü gibi, mevcut fosfat 


gruplarından uç taraftan ikisi enerjice zengindir: 


N — C—NH, 
İ | — O— —— 
HG C—N | | 
Il NI N İ OH OH | o o 0 
hi 4 1 ll Il Il 
N —C—N— C—C—C—C—CH,—O—P—O—P—0—P— 
ta EE NK l | l 
HU H H EH OH OH OH 
İ | | 
AMP 
l 
ADP 
l 
ATP 
Adenin 


Pürin bazı 
Guanin |) 

Sitozin 

N Pirimidin bazı 
Ürasil 
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ATP-Heksoz transfosfatazlar mayada bulunmaktadır. Bu enzimin 
pH optimumu mayadan izole edilen enzim için 8.0-9.0 arasındadır. 

Bu gruptan bir başka önemli enzim ATP Frükfos -6-fosfat trans- 
fosfataz o (fosfoheksonikaz, fosfofrüktokinaz) dır. Bu enzim früktoz- 
6-fosfatı ofrüktoz-I,6-fosfata dönüştürür: 


CH, OP CH,OH CH20P 9 CH,9-P 
——— — 
ATP» zi —— OH 
OH 
j OH 
OH 
Früktoz-6- fosfat Frükto-1,6-fosfat 


(Harden-Yunge steri) 


Bu enzim glikoliz yoluyla veya fermantasyon yoluyla karbonhid- 
rat parçalayan bütün organizma hücrelerinde bulunur. Mg*” iyonu 
bulunmadığı takdirde enzim aktivitesini tamamen kaybeder. Opt. pH 
nötral noktadadır. 


Yukarıda verilen transfosfatazlar fosfat gruplarını şekerler ve şeker 


benzerlerine aktarırlar. Şimdi verilecek olan enzim ise fosfat grubunu 
karboksil gruplarına aktarır. Bu enzimin adı /os/fogliseratkinaz'dır: 


COOP COOH 
| | 
H—ı —OH*YADP > H—C—'OH*ATP 
| 
H, C—OP H, GC—OP 
1.3-Difosfo-gHserat 3-Fosfogliserat 


Bu enzim mayadan kristal halde elde edilmiştir. Anaerob karbon- 
hidrat parçalanmasında önemli bir rol oynar. 

Transfosfatazlardan bir diğer enzim "Fosfogliseromutaz"dır. Bu 
enzim 3-fosfogliseratı bir izomer olan 2-fosfogliserata çevirir. 


COOH COOH 
i 


H—C—OH x> H—c—oOP 
| 


H, c—OP H,C—OH 
3-Fosfogliserat 2-Fosfogliserat 
Bu enzim de anaerob karbonhidrat parçalanmasına katılır. Mayadan 
Kristal halde elde olunmuştur. 


7.3.2.2. Pirofosfat grubu artarıcı enzimler: Pirofosfokinaz adıyla 
anılan bu enzimler ATP'den pirofosfat grubunu bir alıcıya aktarırlar. 
Böylece geride ATP molekülünden yalnız adenilik asit (AMP) kalmış 
olur. Bu tepkimeyi 5-fosforibosil-I-pirofosfat oluşumunda görebiliriz: 


İ 0 0. 
OH. - ATP ——> 0-b-0-B-OH 4 AMP 
e | om MN 
A—C——— (© B-c— 
H-t-OH | © HC OH | 
H-EOR | © H—C—OH | 
gel. İs şek 
imo-P CH,0—P 


Bu tepkime kokarboksilazın bir kofaktörü olan tiyaminpirofosfatın biyo- 
sentezinde cereyan eder. Burada rol oynayan enzim tiyaminkinazdır. 


7.3.2.3. Sülfat grubu aktarıcı enzimler: Biyolojik maddelerde yay- 
gın olarak bulunan sülfürik asit esterleri enerjice zengin bir sülfat verici- 
sinden sülfat grubunun aktarımı sonucunda meydana gelirler. "Aktif 
Sülfat" denilen bu verici adenozin-3-fosfat-5'-fosfosülfattır. 


N—C—NH) © O—PO(OH); 
| | | | 
HC GN © i ME 
CH OH ' OH o 
4 | i 
—C—N —— C—(C-(—Ç(—CH,0—P—0—S—OH 


RA Ri d i il 
HAH HETI O 

Bu madde iki aşamada oluşur: 

ATP * Sülfat zx Adenozin-5'-Fosfosülfat * Pirofosfat 


ATP * Adenosin-5'-fosfosülfat ;x Adenosin-3'-fosfat-5'-fosfosülfat 
* ADP 


Birinci tepkimeyi ATP-sülfürilaz, ikinci tepkimeyi ise, adenosin 
fosfosülfatkinaz katalize eder. 


Sülfat grubu aktarıcı enzimler "Aktif Sülfat"tan aldıkları sülfat 
grubunu fenol, hidroksisteroit v.b. alıcılara aktarırlar. 
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7.3.2.4. Metil grubu aktarıcı enzimler: V. Du Vigneaud'nun farelerin 
beslenmesi üzerinde yaptığı çalışmalar sonunda metiyoninin betain-ho- 
mosistein transmetilaz tarafından meydana getirildiği saptanmıştır: 


SH. Betain Dimetilgilisin CH, -SCH, 
I 


CH7 em il CH, 


« 


I 
ll —— —— - - 
H-G - Ng 


Çiz 
ği COOM 
HM - b - NH, N ” ğ 
COOH i 
L-Homosistein I.-Metiyonin 


Bu enzimlerin vericilerinde ”/abi/” veya "enerjice zengin bağlanmış" 
metil gruplarının bulunması gereklidir. Ancak bu maddelerin sayısı çok 
azdır. Betain bunlardan biridir. Betainde bulunan metil grupları öyle 
bağlanmışlardır ki, enzim bunlardan birini uygun bir alıcıya aktarabilir. 


7.3.2.55. Transketolaz (glikolaldehittranferaz): Bu enzim heksoz- 
fosfatın oksidatif parçalanmasında (Pentoz çevrimi) pentozun heksoza 
dönüşümünde önemli rol oynar. Ketozlardan bir ketol grubu alıcı al- 
dehide aktardır. Karbonhidratın pentoz çevriminde görüldüğü gibi, 
sedoheptüloz-5-fosfattan alınan bir glikol aldehidin giiseraldehit-3-fos- 
fata aktarılması bu tersiner tepkimeye bir örnek olarak gösterilebilir. 
Bu tepkimenin sonunda ksilüloz -5-fosfat ve riboz-5-fosfat oluşur. 


CH:,0H , GH:OH 
| nim? | 
C—O CHO CO 
| l vi 
| H—C—OH — HO—C—H 
HOo—C—H | i 
“J CH,0—P H--C—-OH 
H—C—OH Gliseraldehit fosfat | 
| i CH.0—P 
H—C—OH e Ksilüloz-5-fosfat 
| İ 
H—C—OH | CHNO . i 
| i vi İd a e 
CH ,.0—P H—C—OH si 
Sedoheptüloz ZN 
-T-fosfat H—-C—OH 
| 
H—C—OH 
| 
CH,0—P 
Riboz-5-fosfat 
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Transketolazlar koenzim olarak tiyaminpirofosfata gereksinme gösterir- 
ler. Tepkime sırasında ilk oluşan ürün glikolaldehit-tiyaminpirofosfat- 
enzim kopleksidir. Daha sonraki aşamada glikolaldehit alıcıya aktardır. 
Doğada çok yaygın olarak bulunan bu enzim kristal halde elde olun- 
muştur. 


7.3.2.6. Transaldolaz: Bu enzimler bir ketozdan aldıkları dihidrok- 
siaseton grubunu alıcı aldehite aktarırlar. Doğada yaygın olarak rast- 
lanan bu enzimin tepkimelerine bir örnek olmak üzere sedoheptüloz-7- 
fbsfattan dihidroksiaseton grubunun gliseraldehit-3-fosfata aktarımı 
sonunda früktoz-6-fosfatm ye eritroz-4-fosfatm oluşlarını gösterebiliriz: 


CH:OH CH.OH 

j | | 

CO *  CHO CO 

| | | © 
HO—C—H H—C(—OH — HO—C—H 

| | e | 
H—C—OH | CH,0—P H—C—OH 

| Giliseraldehit-3- | 
H--C—OH o. fosfat H—C—OH 

İ 
H—(—OE |İ——.-5CHO o CH,0—P 


| | Früktoz-6-fosfat 
CH,0—P H—C—OH 


Sedoheptiüloz | 
-T-fosfat H—C—-OH 
CHA ,0—P 
Eritroz-A-fosfat 


Bu enzim transketolazdan farklı olarak her hangi bir koenzim istemez. 
Fakat onun gibi pentozların heksoz şekerlerine dönüşmelerinde rol oynar. 


7.3.2.7. Transaçilaz: Bu enzimler acil ve özellikle asetil gruplarını 
uygun alıcılara aktarırlar. Bu iş için koenzim A'nın tiyol esterindeki 
acil grupları kullandır. Bu tür tepkimelerin önemli bir örneğini asetil 
kolinin biyosentezi oluşturur. Buna ilişkin tepkime aşağıda gösteril- 
miştir: 


CH-3.CO.SCOA-HOCH ,CHA ,N*(CH.,), 
Asetil- KoA Kolin 1 Kolin asetilaz 
CH3COOCH,CH,N*(CH,),tCo-A 


Asetil kolin 
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Bu enzimlerin asetat ve kolin dışında kısmen ATP, kısmen de ikinci 
ve daha küçük moleküllü bir kofaktöre gereksinmeleri olduğu bulun- 
muştur. Bu kofaktör Co—A'dır. Bu enzimler bazı mayaların asetik 
asitten C-kaynağı olarak faydalanabilmelerini sağlar. Burada ATP'nin 
görevi asetik asidi aktifleştirmek, yani asetik asidi asetiladenilat üzerin- 
den asetil-SCoA'ya aktarmaktır. Ondan da asetik asit bir acil transfer- 
azla koline aktarılır. 


Bu enzim aynı zamanda tri karboksilik asit çevriminde de (TCA) 
faal rol oynar. Örneğin sitrik asit oksalasetik asit üzerinden bu enzim 
aracılığıyla oluşur: 


COOK | CH,— COOH 


OH 
C 0 > 
l 4 GH,.CO— SCoOA - HO > C - AS —CoA 
ü N 
HA, COOR - i 
| il X 
C0OH : CH, —COOH 
Oksalasetat Asetil-CoA Sitrikasit Co-enzimA 


Yağların, fosfatitlerin v.b. maddelerin biyosentezinde Co-enzim A'nın 
acil türevleri aynı zamanda acil gruplarının aktarıldığı ara ürünleri 
oluştururlar. Şayet burada alıcı a-gliserofosfat ise, oluşan fosfatit asittir. 


7.3.2.8. Transglikosilazlar: Bu enzimler glikozil gruplarını aktarır- 
lar. Bunların en önemlilerinden aşağıda bahsedilecektir. 


—bDisakkarit fosforilaz: Bu enzimlerin tepkimelerini aşağıdaki 
denklemde görebiliriz. 


R—O—R'--H,PO, >> RO—P--R'—OH 


Bu tepkimelere bir örnek olarak sakkaroz fosforilazın sakkarozdangli- 
koz-I- fosfat oluşturmasını verebiliriz: 


Sakkaroz 4- H, PO, > «-Glükoz-l.P -- Früktoz 


Bu enzim yalnız mikroorganizmalarda bulunur. Bir Pseudomonas-çe- 
şidinde bulunan bu enzim yardımıyla ilk defa enzimatik olarak sakkaroz 
sentezi gerçekleştirilmiştir. 
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Bu enzim yukarıdaki örnekte görülen fosfattan başka bazı şeker 
çeşitlerini de glikozu grubu alıcısı olarak kullanabilir: 


Sakkaroz * L - Sorboz z> Glükozido - L - Sorbofüranosit * Früktoz 


Keza fosfat yerini arsenat da alabilir. Bu takdirde önce glükoz-I-arsenat 
oluşur. Bu ara ürün suda kendiliğinden parçalanarak ayrışır. Bu sebeple 
buradaki tepkime açıkca bir hidrolizdir. 


Keza bu enzim raffinoza, galaktoz-I-fosfat gibi veya ksiloz-1-fosfat 
gibi şeker fosfatlarına etki yapamaz. 


Bu enzimlerden bazıları ise, maltoz ve sellobiyoz gibi, diğer şekerlere 
de etki yapabilirler. 


—Glükanfosforilas: Bitkilerde ve hayvanlarda bir depo maddesi ola- 
rak bulunan nişasta ve glikojen gereksinme halinde mobilize olur. Bu 
mobilizasyon hidroliz ile olabildiği gibi, -ki bu tepkime biçimi daha önce 
anlatılmıştı-fosforilaz enzimlerinin etkisiyle de ortaya çıkabilir.Örneğin 
glikoz fosforilazlar yalnız a-glükozit 1,4-bağlarını etkilerler. Amiloz 
ise tamamen parçalanır. Amilopektin ve glikojenin parçalanması sı- 
rasında ise glükoz-I-fosfat dışında sınırdekstrin de oluşur. 


Glükanfosforilazların etki şeklini şu genel formülde görebiliriz: 


(a-1,4-Glükozil) ,-H,POzx(a-1,4-Glükozil), ı * Glükoz-I-fosfat 


n— 


Glükanfosforilazların nişasta ye glikojenin biyosentezini katalize 
etmeleri son araştırmalarda tartışma konusu olmuştur. Daha yeni araş- 
tırmalar bu enzimlerin polisakkaritlerin parçalanması olayında rol al- 
dıkları, biyosentezlerinin ise başka bir mekanizmayla olduğu iddia edil- 
miştir. Bu mekanizma daha ilerde açıklanacaktır. 


Glükanfosforilazlar hayvansal dokularda, bitkilerde, alglerde, ma- 
ya ve bakterilerde çok yaygın olarak bulunur. 


— Nükleositfosforilazlar: Bu enzimler hayvansal dokularda ve mik- 
.roorganizmalarda bulunurlar. Bunların tepkimeleri aşağıdaki formülde 
gösterilmiştir: 


Guanosin -- HıPO, >> Guânin -- Riboz—I—fosfat 


Bu enzimler aynı zamanda pürin ve pirimidin nükleotit oluştura- 
bilirler. Örneğin mikroorganizmalarda substrat olarak ürasili kullanan 
pirofosforilazın (PRPP) tepkimesini aşağıda görüyoruz: 


PRPP 
Ürasil z Üridilik asit O*PPa 
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Bu enzimlerden bazıları tercihan pürinniikleosit, bazıları da piri- 
midinnükleositlere etkilidirler. Fosforiliz sırasında meydana gelen şeker 
fosfat a— formunda ve nükleik asitlerden oluşan nükleositler B— gli- 
kozit formda olduğundan fosforilizde "Waldensch Inverziyon"u ortaya 
çıkar. 


—bDeksiran ve früktanları biyosentez eden enzimler: Sakkarozdan 
Leuconostoc mesenteroides gibi, bazı bakterilerin dekstran oluşturmala- 
rında bu enzimler rol oynarlar: 


Sakkaroz * (a—l1,6—Glükozil), — (a—l1,6—Glükozil), ı * Früktoz 


n— 


Doğal dekstranda daha çok a—l,6 bağları ile az miktarda a—l,4— 
ve a—l,3— bağları bulunur. Bu çeşitli bağlar için bir veya daha fazla 
enzime gereksinme olup olmadığı henüz tam açıklığa kavuşmamıştır. 
Diğer taraftan aynı enzimin glikoz ve früktoz karışımı üzerine her hangi 
bir etki yapmadığı bilinmektedir. 


Früktanın biyosentezine gelince, örnek olarak birçok bitkilerde 
"İnülin" (1) ve Acefobacfer laevanicum gibi bazı bakteriler tarafından 
oluşturulan "Levan"m (2) biyosentezini verebiliriz: 


(1) Sakkaroz * (8—2,1—Früktozil), - (8—2,1—Früktozil), ı * Glikoz 


(2) Sakkaroz * (($—2,6— Früktozil), 48 ,6— Früktozil) * Glikoz 


n—l 


7.3.2.9. Pirofosforilazlar: Bu enzimler karbonhidrat biyokimyasında 
önemli ara maddelerden olan aldolazların C—I (Glikozil) esterlerinin ve 


nükleosidin, mono-ve difosfatların oluşunda rol oynarlar. Bu ara madde- 
ler karbonhidrat biyokimyasının ilk aşamalarında sık adları geçen şeker 
fosfatların yerlerini alırlar. 


Üridin difosfatın (ÜDP—glikoz, ÜDPG) oluşu şöyledir: 


a sel 


se ğe, na NO 0 
YELE *— yg 0H 0-P-0-P-0-Ü4 PP; 
K OH DM e 
Üridin Üridin difosfat — 
trifosfat glükoz (UDP-gilükoz) 2P; 


Yukarıda verilen bir şeker fosfatın oluş mekanizması aynı zamanda 
birçok şeker ve türevleri ve ÜDP—galaktoz, ÜTP, ATP, GTP, CTP 
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ve dTTP için de geçerlidir. Aşağıda bu şeker fosfatların karıştığı Önemli 
tepkimelerden birkaçı üzerinde durulacaktır: 


—Üridin difosfa—glükoz o(ÜDP—Glükoz) : Bu nükleotit türev- 
leri yüksek bitkilerde sakkarozun biyosentezinde glikozil grubu vericisi 
olarak görev yapar: 


ÜDP—Glikoz * Früktoz zx Sakkaroz * ÜDP 


Aynı nükleotit türevi mayada trehaloz monofosfat üzerinden tre- 
halozun oluşunda rol oynar: 


ÜDP—glükoz * glükoz—6—fosfat >> Trehaloz monofosfat * ÜDP 


Amiloz, amilopektin ve glikojen gibi polisakkaritlerin oluşu, fosfo- 
rilazlar anlatılırken işaret edildiği gibi, ÜDP - glikozdan glikozun bir 
"Keimmolekü'e veya 'primer polig,ükoz'a aktarımı biçiminde bir 
mekanizmaya sahiptir. Bu tepkimeyi katalize eden enzime ÜDP—glü- 
koz—eglikojen glükozil transferaz (glikojen sentetaz) denilir. 


ÜDP—eglükoz * (a—1,4-Glükozil), — (a—1,4— Glükozil), ! 4 ÜDP 
Tepkime görüldüğü gibi tersinmezdir. 
Bu tepkimede glikoz alıcısı olarak primer poliglükoz olarak gliko- 
jenin kendisi, amiloz, amilopektin veya maltotetraozdan daha büyük 
moleküllü bir glikoz oligosakkarit gerekir. Tepkime yalnızca bir zincir 


uzamasını sağlar. Oluşan düz zincirli bir polimer olan a—l,4— glükan- 
dır. 


Amilozun dallanmamış zincirlerinden dallanmış molekülün oluşun- 
da "Giycogen branching enzyme” veya amilo (1,4—1,6) transglikosilaz 
amilozdaki a—l1,4— bağım koparır ve glikoz molekülünün C—6'daki 
OH grubuna ikili veya üçlü glikoz gruplarım yerleştirerek a—l,6— bağ- 
lantısını yapar. Bu işlem a4—l1,6 bağından oluşan her 8—12'lik partiler 
halinde yinelenerek dallanma meydana gelir. 


—üridin . difosfa—galaktoz o (ÜDP—galaktoz): Bu şeker fosfat 
ÜDP—glikozun epimerizasyonu ile meydana gelir. 


ÜDP—Glükoz * Galaktoz—I—fosfat xİDP—Galaktoz*Glükoz-I-P 


Bu tepkimede heksoz—I1—P üridilil transferaz rol oynar. 


Laktoz (laktoz—I—fosfat) ÜDP—galaktozdan özel bir transferaz 
aracılığıyla alınan galaktozil grubunun glikoza (muhtemelen glükoz— 1 
—tfosfat) aktarımı ile oluşmaktadır. 


219 


—üÜridin  difosfa—üronik asitler : Glükuronik asitin biyosentezi 
ÜDP—glükozdehidrojenaz aracılığıyla olur. Dehidrojenazın (difosfo- 
piridin nükleotit, DPN') görevi hidrojen alıcısıdır. 


ÜDP—CH—| © — ÜDP-CE—) 
H-C—OH | © 7 H—C—OH 
HO—LH HO—CH N 
A “© pk on 
e) ak 
ÖH,OH42 NAD*AH,O > GOOH 4 2 NADHA* 


Bu tepkime tersinmez ve 2 molekül NAD- ister ve aynı zamanda 
askorbik asidin bir ara tepkimesidir. 


ÜDP—glükuronik asit ve üronik asidin benzeri bileşiklerinin üronik 
asit içeren polisakkarit ve glikoproteitlerin biyosentezlerinde verici ola- 
rak görev yaptıkları kabul edilmektedir. 


—üridin . difosfa—aminoşeker: o Mukopolisakkaritler, glikoprote- 
inler ve bakteri hücre zarı polisakkaritleri gibi çeşitli isimler altında ta- 
nımlanan heksozaminler D—früktoz—6—fosfatın metabolizma ürünleri- 
dir. Bu bileşikler azot kaynağı olarak glütaminin amit— NH, ile a——D— 
glükozamine dönüşür: 


D— Früktoz—6—fosfat — D—Glükozamin—6—fosfat * Glütamat 


Ketoz fosfatı rejenere etmek için NH,'ın alınması, ayrı ve özgül de- 
aminazlar tarafından katalize edilir. Önemli doğal ürünlerin pek çoğu 
N—asetil glükozamin içerirler. Bu bileşik özgül bir N—asetilazın asetil 
vericisi olarak CoA'yı kullandığı bir tepkimeyle oluşur: 


D-Glükozamin-6-fosfat* Asetil CoA—N-asetil-D-glükozamin*t HSCoA 


—Guanosin nükleotit: Mayadan guanosin difosfat mannoz (GDP— 
mannoz) izole edilmiştir. Bu nükleotit maya zamkı olarak da tanımlanan 
polimannanların ve kompleks polisakkaritlerin biyosentezlerinde man- 
noz vericisi olarak rol oynar. Gerek GDP—mannoz gerekse bundan tü- 
remiş guanosin difosfat fükoz (HDP—fükoz) olarak karbonhidrat ve 
proteinden oluşan ve bir protein olan proteoglikan ve glikoproteinlerin 
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oluşuna katılır. GDP—mannozdan oluşan GDP—fükozun 4Aerobacillus 
aerogenes bakterisinin ekstraktında bulunduğu anlaşılmıştır. Keza bazı 
biyolojik maddelerde de GDP—glükoz, GDP—galaktoz ve GDP—koli- 
toz (Colitose — 3,6—didesoksi L—galaktoz) saptanmıştır. 


—Timidin nükleoti: Bu nükleotit de kompleks polisakkaritlerin 
biyosentezlerinde, yukarıda bahsedilen GDP—ve ÜDP—şekerleri gibi, 
rol oynar. Bu nükleotitten doğada TDP—glükoz ve TDP—mannoza 

Timidin kinaz 
rastlanmıştır. Bu nükleotidin meydana gelişinde Timidin 
Timidin difosfat biçiminde bir mekanizma söz konusudur. Daha sonra 
DNA nükleosit difosfat kinaz 
Timidin difosfat , o o <— — Timidin trifosfata, nihayet 
DNA — nükleoti * transferaz (DNA polimeraz) 
Timidin trifosfattan 7 


ribonükleik asit (DNA) oluşmaktadır. 


— Desoksi 


—sSitidin (Cytidin) nükleotii: Bu nükleotit 


5'-Nükleotidaz Nükleosit monofosfat kinaz 
Sitidin |. > Sitidin difosfat |. 
Ribonüklosit difosfat redüktaz 


Sitidin tirfosfata a > Desoksi sitidinfosfat 


Nükleotit difosfat kinaz DNA nükleotidil trans 
> Desoksi sitidin trifosfat 


— — 
feraz (DNA) polimeraz 
ye ”* Desoksi ribonükleik asit (DNA) biyosentezinde 


rol oynamaktadır. 


Bundan başka aynı nükleotit fosfatitler, örneğin lesitinin biyo- 
sentezinde bir aramadde olan sitidin difosfat kolinin oluşmasında kulla- 
nılır: 


Fosforil kolin sitidil transferaz 


Fosforilkolin -— Sitidin difosfat kolin (CDP 
Fosforil kolin gliserit transferaz 
—kolin) GDP—kolin #1,2— digliserit Gi e e 


Fosfatidil kolin (Lesitin) 


Buradaki tepkimelerin, glikozil grubu aktarımı yapılmamakla bera- 
ber, glikozil aktarımıyla yakınlığı vardır. 


Ayrıca CDP—eliserin ve CDP—ribit gibi türevleri Lactobacillus 
arabinosus'dan izole edilmiştir. Bunların bakterilerin hücre duvarında 
bulunan teikoik (teichoic) asidin biyosentezinde aramaddeler olduğu 
kabul edilmektedir. 
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7.3.2.10. 


Transaminaz: 


Transaminasyon çoğunlukla bir 


"doğal" 


amino asidin amino grubunun bir karbonil bileşiğine, tercihen bir a—ke- 


toaside 


COOH 


aktarımıdır: 


COOH 


| 
HN>C—H4C-0#-0 *#H,N—C-—H 


| 
R 


Bu tepkime piridoksal fosfata bağımlıdır. 


R 


ridoksamin koenzim olarak bahis 


Transaminasyon 


verilmiştir (Mahler ve Cordes, 


COOH COOH 
İ i 
R R 


Burada piridoksal ve pi- 


konusudur. 


tepkimelerini katalize eden enzimler Tablo 36'da 


1969): 


Tablo 36. Transminasyon tepkimelerini katalize eden enzimler 
Enzimin adı Kaynak Tepkime 
Asetilornitin transa- Bakteri &«-N- Asetil -L- ornitin *&- Katoglütarat 


minaz 
Alanin transaminaz 


D- Aminoasit transa- 
minaz 
Glütamat-alanin tran- 
saminaz Glütamat-as- 
partat transaminaz 
Glütamat-sistein 


Glütamat-glisin tran- 
saminaz 
Glütamat-lösin 
transaminaz 
Glütamat-fosfohistidi- 
nol transamiuaz 
Glütamat/Tirosin 
transaminaz 


Hayvansal dokular, 
bitkiler, bakteriler 
Bakteriler 


Hayvansal dokular 
bitkiler, bakteriler 


Karaciğer 


Bitkiler, hayvanlar, 
bakteriler 
Hayvanlar, bitkiler 
bakteriler 

Küfler 


Hayvansal dokular 
bakteriler, bitkiler 


>> N-Asetilglütamik «Yu semialdehit 


*L- 
Glütamat 

L- Alanin * «- Ketoasitlerg> Pirüvat * 
aminoasitler 

D- Aspartat * ö- Ketoglütaratz” Oksaloa- 
setat * D- Glütamat 

L- Glüatamat * Pirüvatş &- Ketoglüta- 
rat $* L-Alanin L- Glütamat * Oksaloase- 
tat g” &- Ketoglütarat * L- Aspartat 
L-Glütamat * MerkaptopirüvatgZ & - Ke- 
toglütarat -H Sistein 

I- Glütamat * Giliyoksilaz g2 &. Ketoglü- 
tarat * L- Kynurenin 

L- Glütamat *& KetoizokaproatzX w-Ke- 
toglütarat * L — Lösin 

L-Glütamat * İmidazol asetol fosfatg>a 
Ketoglütarat * Histidinol fosfat 

L- Glütamat * p-HidroksifenilpirüvatzX& 
Ketoglütarat * L-Tirosin 


Tablo 36'dan da anlaşıldığı gibi, transaminasyonların metabolizma- 
daki rolleri çeşitli ve Önemlidir. Çünkü bu sayede en azından 1l amino- 
asidin biyosentezi, aminoasitlerin parçalanması, karbonhidrat ve amino- 


asit metabolizması arasındaki bağlantı ve üre ve a— amino bütirik asit 
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gibi bir çok özel bileşiklerin oluşu sağlanmış olur (Mahler ve Cordes, 
1969). 


Transaminazlarınazıları oldukça özgül iseler de, diğerleri geniş bir 
sınır içinde amino ve keto asitlerin dahil oldukları tepkimeleri katalize 
ederler. Bazı transaminazlar ise, metabolizma ürünlerinin etkisi altında 
kalarak "baskılanma" gösterirler. Örneğin tirosin £. coli'nin aromatik 
amino asit transaminazı üzerine "baskılama" yapar. 


Mikroorganizmalarda D-aminoasitlere özgül transminazlar da izole 
edilmişlerdir. 


7.3.3. Liyazlar: Bu enzimler substratlardan grupları alırlarken ge- 
ride çift bağlantılı bir bileşik bırakırlar: 


A —B>xA tB 


Bunu daha somut bir örnekle açıklayalım: 


HO — CH.COOH 


“ze HOOC —C — C—COOH-- H.0 
CH2.COOH a 
L—Malat . — ği Bi Fümarat O 


Liyazlar aşağıda tepkime sırasında sentezlenen bileşiğe göre sınıf- 
landırılmıştır : 


7.3.3.1. Dekarboksilazlar: Birçok keto ve amino asitlerin karboksil 
gruplarından CO, ayırırlar. 


—Amino asidi dekarboksilazları: Bu enzimler özellikle proteolitik 
bakterilerde bulunur ve proteinli maddelerin çürümesi sırasında amino 
asitlerden aminlerin oluşmasını katalize ederler: 


R.CH(NH,) COOH &R.CH,NH, $ CO, 


Amin oluşu esas olarak mikroorganizmaların bir işidir. Bununla 
beraber aynı enime hayvan ve bitkilerde de rastlanır. 
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Amino asidi dekarboksilazları belli bir substrata özgüldürler. Ko- 
enzimleri piridoksalfosfattır. 


"Biogeneamine"lerin fizyolojik etkenlikleri üzerinde, özellikle nit- 
rozaminin karsinojen bir madde olarak saptanmasından sonra, önem- 
le durulmaktadır. Aminlerin nitrozlayıcı maddeler (nitrit, nitrat, hatta 
azotoksit) tarafından etkilenmesi sonucu meydana gelen nitrozaminlerin 
elektrofil metabolitleri ile tepkimeye giren DNA'nın değişmesiyle tü- 
mör oluşturdukları varsayılmaktadır (Anonymous, 1979). 


Fizyolojik aktif bir başka amin ise histamindir. Histamin histidin- 
den oluşur: 


Ni Histidin 
Soz dekarboksilaz p 
HC - G—CH, — CH—COOH 77 —— > HC - C—CH,—CH, 
i | | i | ! / 
HN N NE, Ö HN N NH, 
7 NK "e 4 
el Mİ “a t 
Histidin ver , Histamin 


(©—Amino—8—İmidazolil | ” (8—İmidazolil- Etilamin) 
piropiyonik asit) i i — , 

Yukarıdaki tepkimeyi bazı bakteriler gerçekleştirirler. Diğer taraf- 
tan histamin, özellikle karaciğer ve dalakta olmak üzere, bütün organ- 
larda bulunur. 


Histamin organizmada değişik ve çeşitli işlevleri dışında insan tara- 
fından fazla alındığı zaman, baş ağrısı, mide veya boğaz yanması, kusma 
ve bağırsak bozuklukları v.b. belirtilere neden olabilir. Fakat bütün bun- 
lardan da önemlisi histaminin sirozun bir etkeni olduğu kanısıdır. Çeşit- 
li araştırıcılar bu kanıya istatistiksel bulgulara bakarak varmışlardır. 


—a— Ketoasidi dekarboksilazı: Bu enzimin tipik substratı pirüvik 
asittir. Bununla beraber başka a— ketoasitleri parçalarsa da, bu çok 
yavaş cereyan eder. Aşağıda bu enzimin katalize ettiği tepkimelere genel 
bir örnek verilmiştir: 


R.COCOOH—>R. CHO $£ CO, 


Yukarıdaki tepkimede de görüldüğü gibi, bu enzimler a— ketoasit- 
leri aldehit ve CO,'e parçalarlar. Bu tepkimeler yalnız bitkilerde mevcut- 
tur. Hayvansal dokularda a— ketoasitlerin parçalanma şekli oksidatif- 
tir. Bu takdirde pirüvik asit asetil-Koenzim A ve CO,'e ayrıştırılır. 
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Bu enzimler aktif olabilmek için Mg ve Mn gibi iki değerli katyonla- 
lara gereksinme gösterirler. 


Mayada bulunan pirüvat dekarboksilazı pirüvik asitten aset aldehit 
ve CO, oluşturur: 


CH,.CO.COOH -CH,.CHO $ C0, 


Bu tepkimede koenzim olarak tiyamin pirofosfat (TPP) görev yapar. 
Buna "Kokarboksilaz" da denir. 


Yukarıda açıklamaya çalışılan tepkime anaerobik koşullarda cere- 
yan eder. Aerobik koşullarda ise, başka bir dönüşüm bahis konusudur ki, 
buna "oksidatif dekarboksilasyon" diyoruz. Bu tepkime asetik asidin 
bir türevi olan "aktif asetik asit"in oluşuna meydan verir. Bu madde 
ilk olarak Lynen tarafından izole edilen "Asetil Koenzim A" ile aynıdır. 
Pirüvik asidin oksidatif dekarboksilasyonunu gösteren genel formül 
aşağıda verilmiştir: 


CH,.CO.COOH*#HSCoA*DPN* - CH,.CO.SKoA1C0,#DPNH*H* 


Ko-enzim Asetil Ko-A 


Bu tepkimede görüldüğü gibi dekarboksilaza pirüvat dehidrojenaz 
enzimi de eşlik etmektedir. 


—8—-Ketoasidi dekarboksilazı: Bu enzimin diğerinden farkı bir ko- 
enzime gereksinme göstermemesidir. 


Oksal asetik asidi pirüvik aside dekarboksile eden enzim doğada 
yaygın olarak bulunur. Bu enzimin pirüvik asidin CO 2'siile sentezinden 
oluşan oksal asetik asidin meydana gelmesinde rol oynadığı ilk olarak 
1938 yılında Wood ve Werkman tarafından bulunmuştur. 


Kli sr Ky GE eli ll e e ÇEK 


Bu enzime aynı zamanda "pirüvat karboksilaz" da denilir. Böylece 
fotosentez yapamayan organizmalarda CO, — fikzasyonunun ilk örneğini 
oluşturan bu tepkimeye "Wood— Werman Tepkimesi" adı verilmiştir. 
Daha sonra pek çok karboksilasyonlar bulunmuştur. Bu enzimlerin çoğu 
biyotine bağımlıdır. 


Bir — keto asitin dekarboksilasyonuna ilişkin başka bir örnek olarak 
TCA çevrimindeki oksal süksinik asidin a— ketoglütarik aside dönü- 
şümünü gösterebiliriz: 


225 


li 
CH, 
i * * ç 
COOH NADPH #H' NADPİ COOH 


Oksalsüksinat ©. «-2, Ketoglütarat 


Burada dekarboksilasyon olayına NADP—izositrat dehidrojenaz 
eşlik etmektedir. Aynı tepkime şekline 6—fosfataz— D—elükonatın 
3—keto—6—fosfoglükonat üzerinden D—ribüloz—5—fosfata odönü- 
şümünün de girmesi olasıdır. 


CO ÇH,OH 
HC — OH i 
| 
HO— CH 
| 
HC - OH 
| i ? * İ i 
HC OH NADP NADPH4*H CH,0-P. . 
) 
CH,0-P , . 
6 -Fosto D-glükonat © - D-Ribüloz-5 - fosfat 
6-Fosto D-glükonat D-Ribüloz-5-fosfat 


Bu tepkimede de glükonat—6—fosfat dehidrojenazı dekarboksi- 
lasyon olayına eşlik etmektedir. 

7.3.3.2. Aldolazlar: Bu enzimler çeşitli fermantasyon biçimlerinde 
önemli rol oynarlar. Bunların en önemlilerinden aşağıda bahsedilecektir: 

—-Ketofoşfat-aldolaz: o Karbonhidratların anaerobik oparçalanma- 
larında (glikoliz ve alkol fermantasyonu) heksozun karbon atomları 
arasındaki bağları (C—C) parçalayarak früktoz —l,6— fosfatı her bi- 
rinde 3 C atomu bulunan iki triyoz fosfata (Dehidroksi aseton fosfat ve 
Gliserin aldehit fosfat) ayırır. Bu tepkime tersinerdir: 
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> GHZOH 
P-oM,c 0 CHz0-P CHOH Co 
Gİ mm 
K - —— - C - 
K OH la ) Ha, Pp 
öğ L Gliserin —3 fosfat Dihidroksiaseton 
fosfat 


Früktoz -1,6— fosfat 


Bu tepkimeyi yapan enzim "difosfofrüktoaldolaz" dır. Bu enzimin 
geniş bir özgüllük alanı vardır. Başka bir deyimle aşağıda formüle edi- 
len tepkimeleri katalize eder: 


Ketoz—fosfat xx Dihidroksiasetonfosfat * Aldehit 


Bu enzimin dihidroksiasetonfosfat ve rasemik egliserinaldehit karı- 
şımını etkilemesine müsaade edilirse, o takdirde D—früktoz— 1— fos- 
fat ve L—sorboz — I — fosfat oluşur (Aldol kondenzasyonü). 


Aldolaz doğada çok yaygın olarak bulunur. Kristal olarak elde olun- 
muştur. Proteinin molekül ağırlığı 150 000 dir. Maya aldolazı aktif ola- 
bilmesi için Fe, Zn veya Co gibi 2 değerli metal iyonlarına gereksinme 
gösterir. Pirofosfat ve sistein ise aynı enzimi inaktifleştirir. Keza pH 
8.5'de siyanür tuzlarının durdurma etkisi metal iyonlarının etkisiyle 
ortadan kalkar. pH optimumu 7.5—8.5 arasında bulunur. 


—"Condensing enzim": Sitrojenaz olarak da bilinen bu enzim TCA 
çevriminde rol oynayarak asetil-koenzim A ve oksal asetik asitin kon- 
denzasyonu yoluyla sitrik asidi oluşturur: 


CH, COOH 


CH3.CO.SCoA * CO. COOH >> HO.C — COOH * HSCoA 


CH,.COOH CH,.COOH 
Asetil KoA Oksal asetat Sitrat Koenzim A 
Doğada çok yaygın olarak bulunan bu enzim kristal halde elde olun- 
muştur. Fiziksel özellikleri yeteri kadar henüz incelenmemiş olan bu en- 
zim olağanüstü stabil ve substratlara özgüllüğü oldukça fazladır. 
7.3.3.3. Hidroliyazlar: Bu enzimler substrattan su ayırırlar veya 
bir çift bağlantıya su verirler. Bu enzimlerden çeşitli fermantasyon olay- 
larına adı karışan birkaçı aşağıda açıklanacaktır: 
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—Fümaraz: Bu enzim fümaraz ile L—malat arasındaki tersiner 


hidrasyon-—dehidrasyon olayım katalize eder. Buna "fümarat hidrataz" 
da denilmektedir. 


COOH H COOH 
|, | P 
Cek * HO-C-p 
— H 
m wi 
COOH HO .  COOH 
Fümarat o—o—o—(— © L-Malat 


Fümaraz bu substrata özgüldür. Bu enzimin bütün hücrelerde bu- 
lunduğu ve katalize ettiği tepkimenin sitrik asit çevriminde bir ara tep- 
kime olduğu biliniyor. Kristal halde elde olunmuş bu enzimin proteininin 
molekül ağırlığı yaklaşık 200 000 ve izo elektrik noktası pH 5.2'dir. Me- 
zo tartarat bu enzimin yarışan durdurucusudur. 


—Akonitaz: Bu enzim TCA çevriminde adı geçer ve sitrik asidin izosit- 
rata dönüşümünü katalize eder. Bu enzime "Akonitat hidrotaz"da denilir. 


A 
Hiz ” HO - | 
HO - C - COOK e 
NN v 
COOH a HO  cooH 
Shrat © | İzositrat 


Bu enzimin tepkimesindeki denge © 89 sitrat, 99 3 cis—akonitat 
ve We 8 izositrat olarak oluşur. Enzim doğada yaygın olarak bulun- 
maktadır. Stabil değildir ve bir birim olarak tanınmamıştır. 


—Enolaz: Doğada çok yaygın olarak bulunan karbonhidratların 
anaerobik parçalanmasında bir ara tepkimeyi yöneltir. Bu tersiner tep- 
kime sonunda 2—fosfogliserat su kaybıyla fosfoenol pirüvata dönüşür: 
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VW COOH li 
© yg? / | 
H-C—O-Pe—2C-0-P 


a | e 
H.E -OH NL CH, 


2-Fostogliserat “2-PFosfoenol pirüvat 


Bu tepkimeyi katalize eden enzime "fosfopirüvat hidrataz" da denir. 
Mayadan Hg tuzu halinde kristal olarak elde olunmuştur. Proteininin 
molekül ağırlığı yaklaşık 67 000'dir. Aktivatör olarak Mg * iyonuna 
gereksinme gösterir, fakat florit iyonları tarafından çok kuvvetli dur- 
durulur. 


7.3.3.4. Amonyak liyazlar: Mahler ve Cordes (1969) bu enzimleri 
"karbonazot liyazları" adı altında "amidin liyazları" ile beraber iki alt 
gruptan bir tanesi olarak mütalaa etmektedirler. 


Birçok bakterilerde, bu arada Escherichia colide de rastlanan bu 
enzim L-arparajinatın fümarata tersiner dönüşünü katalize eder. Ancak 
bu dönüş gerek Boehringer gerekse Serve firmalarının hazırladıkları 
amino asitleri metabolizma haritalarında gösterilen üre çevriminde 
arjininosüksinat üzerinden olduğu anlaşılmaktadır: 


COOH HN H COOH 
l 
CH C-N-C —H COOH 
ye m 3 goat 
H-c-NH, N CH, la H-c 
! l | İl 
COOH Giz CO0H C-H *NH, 
AMP4 PP Ç Ha COOH 
CH 
, 1 2 
ük, 
COOH 
Asparajinat Arjinine süksinat Fümarat 


İlk tepkimede arjininosüksinat arjinin liyaz, sonrakinde ise L-aspartat 
amonyak liyaz enzimleri rol oynarlar Adı geçen enzimlerden birincisi 
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yukarıda bahsolunan amidin liyaz grubuna dahildir. Bu enzimin aktif 
olabilmesi için ortamda Mg*? iyonunun bulunması gerekir. 


7.3.3.5. Desülfithidrazlar: Bu enzimler özellikle mikroorganizma - 
larda, fakat hayvansal dokularda da bulunur. Yaptıkları desülfürasyon 
sistein ve benzeri maddelerden H,S ayırmaktır. Bu esnada sisteinden 
pirüvat oluşur: 


H,S 
H, C — SH jJ CH, o 4 NH3 Çi 
l . n 
M-C - Np—————— Ç-NMş—eCeNK « -—— m — — Co 
I ! i 
COOH ez i  COOM COOH me COOH 
Sistem | 1-Amino 2-İmine propiyonat * .Pirüvat 


akrilat 


Bu tepkimelerde sistem desülfhidraz rol oynar. 


7.3.4. İzomerazlar: Bu enzimler bir molekül içindeki grupların veya 
atomların yerlerini değiştirir. Bu enzimleri önce 3 alt grup altında top- 
ladıktan sonra, her gruptan önemli bazı enzimlerin tepkime biçimleri 
üzerinde duracağız: 


7.3.4.1. Amino asit ve türevleri üzerinde aktif olanlar 
7.34.2. Hidroksiasit ve türevleri üzerinde aktif olanlar 
7.3.4.3. Karbonhidrat ve türevleri üzerinde aktif olanlar 


7.3.4.1. Aminoasit ve türevleri üzerinde aktif olanlar: Mikroorganiz- 
malardan, örneğin Sirepfococcus faecalisden elde olunan bu enzimler 
birçok a-aminoasidin rasemizasyonunu yaparlar. Bu tepkimelerde pi- 
ridoksal fosfat kofaktördür: 


Alanin 

L-Alanin <2 » D-.Alanin 
Lisin 

L-Lisin «--—<—-> De-lisi 


Bu tepkimelerde görüldüğü gibi, rasemazların etkisi optik aktif madde- 
delerin rasemata dönüşmesini gerçekleştirmektedir, 


7.3.4.2 Hidroksiasit ve türevleri üzerinde aktif olanlar: Bu enzim- 
ler de mikroorganizma ve belli hayvansal dokulardan (karaciğer, böb- 
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rek) elde edilirler. Bunlara "laktat rasemazları"da denilir. L-Laktat 
Laktat rasemaz 


«--——— > D-Laktat v.b. tepkimeleri katalize ederler. Laktık asit 
bakterileri bütirik asit bakteriyle beraber yetiştirildiklerinde rasemik 
laktik asit oluştuğu saptanmıştır. Buna karşın bütirik asit bakterilerinin 
bulunmadığı bir ortamda ise L-optik-aktiflaktik asit oluşmuştur. Clost- 
ridium butylicum'un ne hücre süspansiyonunun ne de hücre ekstraktının 
yalnız başlarına optik aktif laktik asit üzerinde rasemizasyon etkisi gös- 
termesinden ve ancak iki komponentin bir arada bulunması halinde 
rasemizasyonun gerçekleşmesinden dolayı, bu enzimin iki esas kısımdan 
oluştuğu tezi ileri sürülmüştür. Ayrıca hücre dışı kısmın termolabil, 
hücre maddesine bağlı kısmın ise, termostabil oldukları bulunmuş- 
tur. 


Staphylococcus ureae'da da optik aktif laktik asiti ve keza D-form 
kadar L-formu da rasemata dönüştürebilen bir enzim bulunduğu iddia 
ediliyor. 


Lactobacillus o plantarum'um genç kültürlerinde bulunan laktat ra- 
semaz bir hücre içi enzimdir. Ancak daha sonra ortama geçer. Bu enzi- 
min pH-optimumu 5.0 civarındadır. Siyanit durdurucu bir etki ya- 
par. 


7.3.4.3. Karbonhidrat ve türevleri üzerinde aktif olanlar: Bu grup 
enzimlerden UDP-galaktoz-4-epimerazm ve De-ribüloz-5-fosfat-3-epime- 
razın mikroorganizma metabolizmasında önemli işlevi vardır. 


—ÜDP-Galaktoz-4-epimeraz: Bu enzime "Galaktowaldenaz"da de- 
nilmektedir. Bu enzime daha önce transglikosilazlar anlatılırken kı- 
saca değinilmiştir. 


Bu enzim galaktozu fermente eden mayalarda bulunur. Bunlar 
Saccharomyces omarxianus ve Kluyveromyces fragilis gibi mayalar- 
dır. 


Bu enzim ÜDP-galaktozu ÜDP-glükoza dönüştürür: 
ÜDP-glükoz we 
era epimeraz İZ 
ÜDP-Galaktoz <- - ÜDP.Glükoz 


Bu tepkime aşağıda halka şeklinde daha açık olarak gösterilmiş- 
tir: 
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Galaktoz—1—fostfat Glükoz —1 fosfat 


Galaktozun maya tarafından fermente olması, yukarıdaki formülde 
görüldüğü gibi, ancak onun glikoza dönüşmesinden sonra olanaklıdır. 
Bu da iki aşamada olmaktadır. Önce galaktoz fosforilasyona uğramakta, 
sonra epimerizasyonla glikoza dönüştürülmektedir. Bu tepkime sırasın- 
da enzimin etkisi için gerekli olan kofaktör ÜDP-glikozdur: 


Üridin difostat — glükoz (ÜDP-G) 


Bu kofaktörün galaktozun 4-C-atomundan yaptığı "Walden dönüşü- 


mü" iki aşamada meydana gelir: 


Galaktoz-I-fosfat 
ME Dİ üridihtransferaz i 
1. ÜDP.Glükoz -- Galaktoz-I:fosfat -———--> ÜDP.Ga. 
laktoz- Glükoz-I-fosfat 


2. ÜDP-Galaktoz <> ÜDP-Glükoz 


İkinci tepkimede bahis konusu olan enzim henüz izole edilememiştir. 


—D-Ribüloz-5-fosfat-3-epimeraz: Bu enzim şekerin "heksoz mono- 
fosfat (HMP)" veya oksidatif peiıtozfosfat yolu" (PP-Yolu) ile parçalan- 
masında ribüloz-5-fosfatm ksilüloz-5-fosfata tersiner dönüşünü katalize 


eder: 


HLC—OR ., veten çi, H:C—OH'. 
b a D-Ribülam5-fosfatS.epimörüz &—0 
H-L op o —— —— HOCÜH 
ağ e yy n—€—on 

e | e 5 H.E —O—P 

D-Ribüloz-5-fosfat i D-Ksilüloz-5-fosfat 


—Aldozların ketozlara dönüşümünü katalize edenler: Bu enzimler 
arasında mikrobiyel metabolizmada önemli yerleri olan glikoz fosfat ve 
pentozfosfat izomerazları göreceğiz. 


Glikoz fosfat izomeraz glükoz-6-fosfatı früktoz-6-fosfata dönüş- 


türür. 


GLükoz fosfat Mİ 
izomeraz P -OH,C 
O4*“ 


OH 


Z Früktoz -6—-fosfat © 
» © İNeuberg esteri) 


a. e ei 


. 


Gtümz- 6 -fosfat © © 


Bu tepkime sonunda © 70 glükozfosfat ve 99 30 früktoz fosfat oluşur. 
Pentoz fosfat izomeraza gelince, bu enzim yukarıda sözü edilen şekerin 
oksidatif parçalanmasında D-6-P-glükonattan oluşan D-ribüloz-5-fos- 
fatın tersiner olarak D-riboz-5-fosfata dönüşünü katalize eder. Bu tep- 
kime HMP-Yolu'nun esaslı bir ara kademesini oluşturur: 
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god yi e MN 


I 
H-G-OR NADP o NADPMeKİ CO, C-0 H-Ç-OH 
MEHR Z | Kgk ———e HEH g 
H-G-OH © H-G-OM HC — —İ 
: — I ğ | 
“HO-C-H ' : i i H,C-0-P ii 4 E-0-P 
Li . 5 » . . - d 
H,C-0-P z ağ Se 
D-$-P- Glükonat i ; D-Ribülez -5-fostat D -Ribaz -5 fosfat 


Bu dengede ketozun: aldoza oranı 1:3'tür. 


— Metil-malonat-SKo A-izomeraz: Propiyonil-SKo A'dan karboksi- 
lasyonla meydana gelen metil-malonil-SKo A adı geçen enzim tarafın- 
dan süksinil-SKo A'ya dönüştürülür: 


Rİ © — PropiyonikKoA CH, © Metil malonat O—C-5-CoA 
CH> | karboksilaz | KoA-izomeraz - İ 
S-CoA 7 —— > HOOC-CR- | CH> 
vd | yl 
C a 0—C-SCeoA © © CH. 
N ii RE e a 
o xa COORH 
Propiyonil-CoA - Metil malonat:CoA a Süksinil CoA 


Bu tepkimeye Vitamin B,,'nin bir türevi kofaktör olarak eşlik eder. 


7.3.5. Oksidoredüktazlar: Bu enzimler biyolojik yükseltgeme (ok- 
sidasyon)-indirgeme (redüksiyon) tepkimelerini katalize ederler. Biyo- 
lojik yükseltgeme-indirgeme çeşitli şekillerde olur: 


a) Okside olan madde elektron verir. 
b) Maddenin H atomlarında bir kayıp olur. 
c) Madde bünyesine oksijen alır. 


d) Madde bünyesine OH-iyonu alır. 


Elektron alış verişi yükseltgeme-indirgeme olaylarının esasını oluş- 
turur. Hücre içerisinde substratın yükseltgenmesi aktarımı yapan 
enzimler yardımıyla ve bazı ağır metal katalizatörlerin oksijeni aktif 
hale geçirmesiyle olanaklıdır. Böylece substrat önce H aktarımı yapan 
enzimler tarafından etkilenir. Bu arada H ara ürünlere aktardır ve so- 
nunda sitokrom yardımıyla oksijene bağlanır. Hidrojenin oksijen üzerine 
doğru aktarımı ise, ancak peroksidaz yardımıyla olabilir. Bu sırada son- 
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radan oksijen ile suya parçalanacak olan hidrojen peroksit (H,O,) mey- 
dana gelir. 


Bu gruptaki enzimlerin mikroorganizma metabolizmasında çok 
önemli yerleri vardır. 


Bu enzimler çoğunlukla "Piridin Enzim" olarak bilinir ve okside 
olabilen substratlardan hidrojeni piridin nükleotit koenzime, difosfo- 
piridin nükleotide (DPN--) veya trifosfopiridin nükleotide (TPN') ak- 
tarır. Son yıllarda uluslararası adlandırma komisyonunun önerisiyle 
DPN yerine "NAD" (nikotinamit adenin dinükleotit); TPN yerine 
"NADP" (nikotinamit-adenin dinükleotit fosfat) kullanılmaktadır. 


Buchner tarafından maya suyunun elde olunmasından kısa bir süre 
sonra Harden ve Young maya suyunu diyalizasyon ve ultrasantrifügas- 
yonla büyük moleküllü termolabil ve küçük moleküllü termostabil iki 
kısma ayırmayı başardılar ve bunlardan hiç birinin yalnız başına fer- 
mantasyon yapamadığını buldular. 0 zamanlar bu diyalize olabilen ve 
göreceli olarak termostabil olan kısma, gördüğü işe uygun olarak, "fer- 
mantasyonun koferment"i denildi. Sonra Euler ve Myrbâck 1923'de 
buna "Kosimaz" adını verdi. Aynı maddeye "Kodehidraz 1" ve "Ko- 
dehidrojenaz 1" diyenler de oldu. Daha sonra Warburg diyalizat içinde 
bulunan ve onsuz birçok enzimin faaliyet gösteremediği bu maddeye 
kısaca "Koferrnent" ve Euler ise "Kodehidraz Il" (Kodehidrojenaz 11) 
ismini önerdi. Her iki kısmın da doğada çok yaygın olduğu ve en azın- 
dan bir tanesini içermeyen herhangi canlı bir hücre olamayacağı araş- 
tırmalarla ortaya konuldu. Kimyasal yapı üzerindeki çalışmalarla da 
küçük moleküllü kısmın nikotinik asit amit ve adenin içeren bir dinük- 
leotit olduğu anlaşıldı: 


© “CONH 2 

CN LİE 

Zf Ş ç-t-t-C-C-o-P-orP-0-C-6-Ç 
H 0 


: 

nl 
Riboz e Riboz 
! . 

I 


z 

6 

>. 

5 
zap ii 


Adenin 


ii ı : 
Niketin amit ii 


Bu enzimlerin tepkimeleri aşağıdaki genel formülde gösterilmiştir: 
AH,*NAD* (NADPİ) zx AYNADH (NADPH)*tH* 
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İndirgeyen koenzimlerle substrattan gelen hidrojen piridin çekirdeğinin 
4-C€ atomuna bağlanır: 


, : ” 
AH He  ÜC-CO-NH ö kv 
v l — l il 
H HC CH #H 
ci 
N Diy 
. .İ | 


Formülde de görüldüğü gibi, aktarılan hidrojen atomu halka düzleminin 
ya "ön" yahut "arka" sına yerleşebilir. Bu bakımdan dehidrojenazlar 
özgüldürler; bir kısmı ön tarafı, diğerleri arka tarafı tercih ederler. 


Bu tepkimeler aşağıda gruplar halinde ele alınacaktır: 


7.3.5.1. Vericinin CH-OH grupları üzerinde aktif olanlar: Alkol: 
NAD oksidoredüktaz (Alkol dehidrojenaz) : Bu enzim etil alkolü yük- 
seltgeyerek aset-adehide tersiner olarak dönüştürür: 


© ONADİ © NADH#Hİ ğ 
CH” 
CHye CHJOH -— — iy ET 
yi 42 OH 
Zn 
Etilalkol' © O Asetaldehit 


Bu enzim başka alkollere de etki yapabilirse de, bu etki daha yavaştır. 
Doğada çok yaygın olarak bulunur. Genellikle NAD hidrojen alıcısı 
olmakla beraber birkaç durumda NADP' de bu işte görev alır. Maya 
ve karaciğerden izole edilen bu enzim iyi incelenmiş ve kristal halde 
mayadan elde edilmiştir. Bu enzim proteininin molekül ağırlığı 150 000' 
dir. Molekül 4 Zn içerir ve 4 NAD''ye bağlıdır. Bu bağlantıda enzim 
proteininde bulunan sülfhidril grupları (SH) rol oynar. 


—p-D-Glikoz: (o Oksijen oksidoredüktaz (Glikoz oksidaz) : Özellikle 
Aspergillus, oPenicillium gibi küf mantarlarında bulunan bu enzim egli- 
kozu glükono-Ö-laktona okside eder: 
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NADP' wi KEİ 


CH30-P k CH50 -P 
2 2 
#0 # sile 
K i e —. » > 20 
öM de cıt? vağik Mat? OHNYH eşi” 
OH OH 
D- Glükoz— 6 — fosfat 6 D- Glükono -d —lakton— 5- fosfat 


Penicillium notatum'dan izole edilen bu enzim bir antiboyik olan 
"Notatin" in aynıdır. Antibakteriyel etkisi penisilinden farklı olarak 
gliikozdan hidrojen peroksit oluşturmasından ileri gelmektedir: 


H OH o 
4 / 
c——— 


(CHOH), O - O, — (CHOR),0 - H:0; 
! 
Gİ Ga — İ 


| | 
CH>,0H CH,0H 
Glükoz Glükono-8-lakton 


—lL-Laktat: NAD Oksidoredüktaz (Laktat dehidrojenaz) : Bu enzim 
laktik asidin pirüvata tersiner olarak dehidrojenasyonunu katalize eder. 


NADH AH 5 
GOOH GOOH 
C-0 HO-C-H 
CH, 7nt2? CH, 
Pirüvat L-Laktat 


Anaerob glikolizde laktik asidin oluşundan sorumlu olan bu enzim in- 
san ve hayvan dokularında ve belli mikroorganizmalarda bulunur. Maya 
enzimi doku enziminden etki bakımından farksız, fakat NAD*'ya 
onun gibi bağımlı değildir. Mayadan elde olunan enzim preparatı içinde 
enzim proteini yanında bir sitokrom b,'nin I:1 oranında bulunduğu sap- 
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tanınıştır ki, bu, enzimin hidrojeni aktardığı alıcının stokrom olduğunu 
göstermektedir. 


Aynı enzim laktik asit dışında oksi bütirik asidi de dehidrojene 
eder. Pirüvik asit özgül, yarışan bir durdurucusudur. Bu enzim için 
başka durdurucu olarak arseniği, oksalik asiti ve gliserini sayabiliriz. 


Saflaştırılmış enzimin pH optimumu 5.2'dir. 


—L-Malat: NAD Oksidoredüktaz (Malat dehidrejenaz): Bu enzim 
malik asidi tersiner olarak oksal asetik aside dönüştürür: 


cOo4 (O(ONAD  NADHeHİ (OCOMH 
| ı i ' 
HO-C-H sr j 
NK a 
taki COOK 
1 - Malat pa lk | e eN Oksal asetat 


Bu tepkime TCA çevriminde önemli aşamalardan birtanesidir Daha son- 
raki aşamada oksal asetik asitten asetil-Co A ile beraber sitrik asit oluşur. 


Bu enzim L-malik aside özgüldür. Burada sözü edilen enzimden 
başka ikinci bir malat dehidrojenaz vardır ki, bu enzim ise L-malik asit- 
ten aynı zamanda CO, çıkartarak pirüvik asit oluşturur. Buna "dekar- 
boksilasyon yapan malat dehidrojenaz" veya "malik enzim" denir: 


t 
i İ 
Si c-0 
N : l 
7 CH, 
z0OH e 
L — Malat a © Pirüvat * 
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Bu enzim hayvansal dolukarda (güvercin karaciğeri) ve Lacfobacillus 
arabinosus'da (o rastlanmıştır. Birincisi NADP''ye, ikinci ise NAD''ye 
özgüldür. 

—D-Glükoz-6-fosfat: NADP Oksidoredüktaz (Glükoz-6-fosfat dehid- 
rojenaz) : o Warburg'un "Zwisehenferment" adını verdiği bu enzim glü- 
koz-6-fosfatı 6-fosfoglükono-S-Laktona dönüştürür. Bu tepkime "hek- 
soz mono fosfat" (HMP) veya "oksidatif pentoz fosfat yolu" (PP-yolu)'n- 
da önemli bir aşamayı üstlenmiştir: 


NADPİ © NADPHeH” cH,0-P 
2 


OH. 
Glukoz - 6 - fosfat D - Glukono - ö -Lakton 
e — 6 fosfat 


Bu enzime tepkime sırasında NADP' bir koenzim olarak eşlik eder. Ay- 
rıca bu enzimin aktif olabilmesi için ortamda Mg* veya Ca*' iyonlarının 
bulunması gerekir. 


Aynı enzim sisteminden bir başka enzim HMP-metabolizma yolun- 
da bir aşama olan 6-fosfo-D-glükonatın D-ribüloz-5-fosfata dönüşünü 
de katalize eder. Ancak bunu yaparken aynı zamanda dekarboksilasyon 
da meydana gelir: 


NADP* NADPH4H' 


Çi CH,OH 
H- OH Cc o 
1 
ea ir 
H-C-OH m 
i CH,0-P 
C Hg 0-P 
6 - Fosfo-D — Glükonat D -Rıbuloz - 5— fosfat 
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—L-İzositrat: NADP Oksidoredüktaz (İzositrat dehidrojenaz) : Bu 
enzim de dekarboksilasyon yapan dehidrojenazlardandır. Sitrik asit 
çevriminde izositratın a-ketoglütarata dönüşünü katalize eder: 


ÇOOk NADİ NADH #Hİ COOH 
H— C-OH C z0 
HOOC— C- H CH3 
ii ii 
COOH COOK 
İzositrat x - Ketoglütarat 


Bu tepkimede de, malat dehidrojenazda olduğu gibi, hem dehidrojenas- 
yon hem de dekarboksilasyon tek bir enzim tarafından yapılıyormuş 
gibi görünüyor. 


7.3.5.2. Vericinin aldehit veya keto grubu üzerinde aktif olanlar: 


—D-Gliseraldehit-3-fosfat: NAD oksidoredüktaz (Triyozfosfat dehid- 
rojenaz) : Birçok enzim glikozun metabolizması sırasında oluşan gli- 
seraldehit-3-fosfatı okside edebilir. Bunlarda çok yaygın bir enzini sis- 
temi vardır ki, burada oksidasyonla ADP'nin ATP'ye fosforilasyonu 
bir arada meydana gelir: 


Gliseraldehit—3—fosfat - NAD' -ADP*H,PO, > 3—Fosfogliserat *ATP* NADH*H4 


Yukarıda verilen bu tepkimenin iki aşamada meydana geldiği 
sonradan saptanmıştır: 


* * Kk , N 
çe” NAD' O NADHSH cos NM ATP çoou © 
a BK GE HÜ OH ee M-C-OH 
i HgPO, CH O-P Mg*? EHO-P 
CH,O-P . a, ? e in 2 
D -Güseraldehit o —. | . Y3-Difostat-D- | O 3-Fosta-D- 
-3—tosfat şüserat © güserat 
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Sonuncu tepkimede |1,3-difosfat-D-gliserat açil fosfat olarak enerji ba- 
kımından zengindir. Birinci C-atomuna bağlı fosfat grubu fosfogliserat 
kinaz yardımıyla ADP üzerine aktarılarak ATP oluşur. Böylece oksi- 
dasyondan doğan serbest enerji ATP içinde ilerde kullanılmak üzere 
depo edilir. 


Bu enzim anaerobik karbonhidrat metabolizmasında önemli bir 
rol oynar. 


7.3.5.3. Verici olarak NADH veya NADPH üzerinde aktif 
olanlar: 


— NADP: Sitokiom oksidoredüktaz (NADAH sitokrom c redüktaz?) : 
Flavoprotein içeren enzimlerin (Flavin Enzim) sayısı yaklaşık 60'ı bul- 
maktadır. Bu enzimler solunum zincirinde bulunurlar. Bu enzimler için 
çoğunlukla kullanılan NADH-sitokrom c redüktazı tanımı solunum 
zincirinin büyük bir kısmıyla ilgilidir. Bu gün bunlardan özellikle 3 
flavoproteinin solunum zinciri için önemli oldukları biliniyor (Karlson, 
1974): NADH-dehidrojenaz, süksinat dehidrojenaz ve ektron taşıyan 
flavoprotein. 


—NADAH-dehidrojenaz: oOBu enzim solunum zincirinde hidrojeni 
indirgenmiş nikotin amit adenin dinükleotitten alır ve onu en yakın 
redokssistem olan ubikinona verir. Bu olay aşağıdaki formülde görül- 
mektedir: 
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Yukarıdaki formülde görüldüğü gibi ubikinonun ubihidrokinona indir- 
genmesi iki defada bir elektronun aktarımı sonucu olarak meydana ge- 
lebilir. Böylece ubihidrokinon 2 H iyonunu üzerine almış ve dissosiye 
olmamış forma geçmiş olur. 


NADH-dehidrojenaz karışık bir yapıya sahiptir. Flavin mononük- 
leotitli (FMN) bir flavoproteinden, prostetik grup olarak demir iyon- 
larından ve demir ve labil bağlantılı kükürt içeren ikinci bir proteinden 
oluşur: ; a 
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Flavin mononükleotit (FMN) (Yükseltgenmiş ve indirnenmiş form) 


—sSüksinat dehidrojenaz (Süksinat oksidaz) solunum zinciriyle sıkı 
ilişkisi bulunan bir flavoproteittir. Nikotin amit koenziminden bağım- 
sız olarak doğrudan süksinata etki yapar ve hidrojeni, metilen masivi 
gibi, fizyolojik olmayan alıcılara aktarır. Fizyolojik alıcı ise ubikinon 
veya sitokrom b'dir. Bu enzim flavin adenin dinokleotit (FAD) içerir. 
FAD'nin bir metil grubu üzerinden proteine bağlanarak bir flavoproteit 


oluşur: 


Ftavin adenin dinükleotit (FAD) 
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Bu enzim ayrıca prostetik grup olarak demir-kükürt-protein (Fe,S,) 
içerir. Süksinat dehidrojenaz sitrik asit çevriminde önemli bir tepkimeyi 
katalize eder: 


COOH ie FADHz COOH 
l | 

CH) CH 

l i 
ve v 
COOH COOH 
Süksinat Fümarat 


— Elektron taşıyan flavoprotein : Bu enzim FAD içerir ve molekül 
ağırlığı 70 000'dir. Bu flavoprotein çeşitli substrata özgül, örneğin yağın 
parçalanmasında adı geçen açil-CoA-dehidrojenaz veya a-gliserin 
fosfat dehidrojenaz ile solunum zincirinin flavin enzimleri arasında ara- 
cılık görevi yapar. Burada da hidrojen alıcısı olarak ubikinonun rol Oy- 
naması olanaklıdır. 


—NAD (P) H: Nitrat oksidoredüktaz (Nitrat redüktaz) : Yüksek 
bitkilerin topraktaki nitrattan faydalanabilmeleri için nitratın nitrite 
indirgenmesi gerekir. Bu dönüşümü yapan NAD(P)H: Nitrat oksido- 
redüktazdır: 


NAD(P)H*Nitrat xx NAD(P)*#4NitrittH,O 


Bu enzim Escherichia coli ve Neurospora crassa gibi mikroorganizmalar- 
da iyi incelenmiştir. 
Nitrat redüktaz molibden içeren bir flavoproteindir. Hidrojen veri- 


cisi NAD(P)H veya ferrodoksindir. 


— NAD(P)H: Nitrit oksidoredüktaz: Bu enzim de bir çok mikroor- 
ganizmalarda bulunmuştur. Nitritin indirgenmesinde ferrodoksin, ba- 
kır ve flavoprotein ve buna ek olarak ATP'den oluşan bir enzim komp- 
leksi rol oynamaktadır: 


3NAD(P)H*# Nitrit 2» 3NAD(P)**NH,OH*HH,O 
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7.3.5.4. Vericinin hem grubu üzerinde aktif olanlar: 


—sSitokrom (Sitokrom oksidaz, solunum fermenti) : Bu enzim, birkaç 
anaerob dışında, hemen bütün hücrelerde bulunur. Bileşimi bir hemp- 
rotein olan bu enzim, kimyasal yapısına göre, a, b ve c olmak üzere üç 
grupta toplanır. Biyolojik oksidasyondaki işlevleri Fe*? >Fe'* örne- 
ğinde olduğu gibi, değer değişikliğidir. 

Sitokrom b ve c, solunum zincirinde ubikinon ile sitokrom c ara- 
sındaki redoks katalizi temsil eder. Sitokrom b bazıları tarafından sük- 
sinat dehidrojenazın H-alıcısı olarak görülüyor. Bu sitokromun strük- 
türü ve özellikleri hakkında burada biraz bilgi vermeyi, bu enzimin iş- 
levinin iyice belirlenebilmesi için, faydalı buluyoruz. Sitokrom ışın 
absorpsiyonu esasına göre keşfedilmiştir. Pratik olarak bütün hücrelerde 
bulunur. Çoğunlukla mitokondrinlere veya benzeri strüktürlere bağlı- 
dır, ve hücre solunumunun katalizatörleridir. Absorpsiyon bandlarının 
yerine göre önce sitokrom a, b ve c, sonra bu gruplar içinde de indislerle 
alt gruplar ayrılmıştır. Sitokrom a grubuna bugün prostetik grup olarak 
Hemin a içeren bütün stokromlar dahil edilmişlerdir. Sitokrom 6 ise 
demir-protoporfirin (hemoglobin) içerir. Stokrom c grubunda ise por- 
firin radikali hidrojenlenmiş yan zincir üzerinden proteine bağlan- 
mıştır. Stokrom grupları arasında en çok incelenen "c" grubu olmuştur. 
Bu molekül ağırlığı 12 000 olan bir hemoproteittir. Her bir molekül bir 
hem grubu içerir. Amino asitlerin molekül içinde sıralanışları incelen- 
miş ve 2-sistein zincirinin SH-grupları vinil gruplarına eklenmişlerdir 
ki, böylece çok stabil bir tiyoeter grubu meydana gelmiştir. 


Sitpkrom c, sitokrom ce yakın akrabadır. Molekül ağırlığı 37 000' 
dir. Soluttum zincirinin esas kısmıdır. - 


Sitokrom b 30 000 molekül ağırlığında ve prostetik grubu "hem" dir. 
Ubikinon ve sitokrom c arasında, aynı zamanda solunum zincirindeki 
süksinat oksidasyonu sırasında devreye girer. Sitokrom b, uzun süreden- 
beri bilinen sitokrom b ile yakın akrabadır. Aynı prostetik gruba sahip- 
tir. Sitokrom mikrozomların esas kısmını oluşturur ve orada elektron 
aktarımı hidrojenasyonunda rol oynaması olasıdır. 


Sitokrom a prostetik grup olarak "Hem a" veya sitohem (Cyto- 
hâm) içerir. Bu tip sitokromlardan en önemlisi "Warburg Ferment"dir. 
Buna "Sitokromoksidaz"da denilir. Bütün hayvansal dokularda bulunur. 
Spektroskopik bulgulara ve O, ve CO ile olan tepkimeye göre sitokrom 
a ve a, arasında fark olduğu saptanmıştır. Bununla beraber her iki kom- 
ponenti birbirinden ayırmak başarılı olmamıştır.İzole edilebilen en kü- 
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çük birim 150 000-200 000 molekül ağırlığında bir "hemo-lipo-kupro- 
protein" bileşimindedir. İki Cu-atom ve 2 hem a grubu içerir. Bunlardan 
bir. tanesi sitokrom a, diğeri a, olarak biliniyor. 4 veya 6 hem grubunun 
bir araya gelerek oluşturduğu kompleks sitokrom ga, olarak da tanım- 
lanıyor ki, bu, solunum zincirinde sitokrom oksidazın işlevine sahiptir. 
Sitokrom a,'ün yalnız oksijenle tepkimeye girmesi ve CO ve CN ile ze- 
hirlenmesi önemli bir fizyolojik olaydır. Bu kompleks solunum zincirin- 
de oksijenle tepkimeye giren solunum zincirinin gerçek "son oksidaz" 
(Endoxydase)'ı olarak tanımlanır. Enzim beher hem grubuna IMol 
sitokrom c bağlar ve bir molekül oksijene her zaman 4 elektron aktarır. 
Sitokrom demiri değer değişiminde ise ancak | elektron bıraktığından 
(Fe-*” -> Fe-), birçok hem gruplarının birlikteki etkileri kendiliğinden 
akla gelebilir. Burada bakırın birlikte etki yaptığı kabul edilirse de, bu 
işin tam mekanizması henüz aydınlanmış değildir. Yükseltgenmiş solu- 
num fermenti, sitokrom c ile tekrar indirgenir. 


7.3.5.5. Alıcı olarak H,O, üzerinde aktif olanlar: 


—-Hidrojen-peroksit: hidrojen-peroksit oksidoredüktaz (Katalaz) : Bu 
enzimin etkisi genellikle hidrojen peroksitin bir parçalanması şeklinde 
tanımlanabilir: 


H,0,*H,0, - 0,12H,0 


Bu enzim etki grubu olarak protehem içerir. Özellikle yüksek bir aktivi- 
teye sahip olan bu enzimin molekül ağırlığı 240 000'dir. Molekülde 4 
hem grubu vardır. 


Hidrojen peroksit oksidoredüktazın yukarıda gösterilen tepki- 
mesi bu enzimin yadsınamaz bir karakteridir. Bu nedenle enzimin 
tayininde bu özellikten faydalanılır. Ancak aynı enzim perok- 
sidatik bir etki de gösterebilir. Hidrojen peroksidin ortamda bulunması 
halinde belli alkol ve fenoller okside olur. Diğer taraftan bu enzimin, hid- 
rojen peroksidi hem substrat hem de hidrojen alıcısı olarak kullanması, 
ayrı bir özelliğidir. Aynı zaman da peroksidaz enzimi gibi bu enzim de 
hidrojen * peroksitle aktif kompleks oluşturur. 


Hidrojen peroksit: hidrojen peroksit oksidoredüktaz birçok hay- 
vanların karaciğerinden, eritrositlerinden ve Micrococcus İysodeikticus'- 
dan kristal halde elde olunmuştur. 


7.4. Taşıyıcıya Bağlı Enzimler ve Mikroorganizmalar: 


7.4.1. Taşıcıya bağlı enzimler: 
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7.4.1.1. Giriş: Enzimler pratikte ya serbest yahut bir taşıcıya bağ- 
lanmış olarak kullanılırlar. Birinci kullanılış şekli birçok nedenlerle 
kısıtlıdır. Beckhorn (1972)'a göre enzimlerin birçok hallerde yeterli mik- 
tarda bulunmayışı pratikte kullanılmalarına bir engel oluşturur. Bağ- 
lanmış enzim tekniği bu engeli kaldırır. Çünkü bağlanma aynı enzimin 
tekrar kullanılmasına olanak sağlar. Bu nedenle bugün birçok enzimlerin 
ekonomik olarak kullanılması sağlanmıştır. Ayrıca bağlanma sürekli 
işlemler için uygun olduğundan daha az yer ve daha düşük ekipman 
sermayesi ister. Diğer taraftan serbest enzimlerin kullanıldığı hallerde, 
örneğin beyaz şarap üretiminde pektinazın kullanılması ortama esmer- 
leşmeyi teşvik eden protein ilâvesi demek olacağı için, istenmez. Tutuk- 
lanmış enzim bu sakıncayı da ortadan kaldırır. 


Bazı organik hastalıkların vücuttaki enzim yetersizliğinden ileri 
geldiği bilinmektedir. Bu çeşit hastalıkların tedavisi vücuttaki enzim 
noksanlığının giderilmesiyle olanaklı olduğu düşünülebilir. Fakat en- 
zim bir protein olduğundan antijenik etkiye sahiptir. Bu nedenle vücuda 
arka arkaya enzim enjekte edilmesi hastalıklara duyarlığı artırabilir. 
Halbuki kanın vücut dışında oluşturulan taşıcıya bağlı enzim sisteminden 
geçirilmesi bu sakıncayı ortadan kaldırabilir. 


Diğer taraftan süreksiz fermantasyon yönteminde tepkimenin belli 
bir yerde kesilmesi istenir. Bu takdirde serbest enzimin inaktifleştirilmesi 
söz konusudur. Halbuki burada tutuklanmış enzim kullanılırsa, tutuk- 
lanmış enzimin içinde bulunduğu şeyin ortamdan alınması aynı amaç 
için yeterli olur. 

Yukarıda sayılan ve taşıcıya bağlı enzimin serbest enzime olan 
üstün taraflarına ek olarak artık suların ekonomik olarak değerlendiril- 
mesinde büyük olanaklar vaadetmesi ve pH ve ısı değişmelerine daha . 
dayanıklı olması gibi özellikleri de sayabiliriz. 


Taşıcıya bağlı enzimler analitik uygulamada da kullanılabilir. 
Örneğin katı bir taşıyıcı üzerine tutuklanmış glikoz oksidaz enzim elekt- 
rodu ortamda bulunan glikozdan oksijen ayırır ve bu polorografik ola- 
rak ölçülebilir. 

7.4.1.2. Enzimlerin taşıcıya bağlanma yöntemleri: Enzimler katalitik 
aktivitelerini kaybetmeden suda erimeyen destek maddeleri üzerine 
çeşitli yöntemlerle bağlanabilir. Şekil: 105'de bağlamanın çeşitli mekaniz- 
maları şematik olarak görülmektedir (Wectall, 1975): 


Adsorpsiyon: Bu yöntem en eskisidir. Bu amaçla organik polimer- 
ler, cam, mineral tuzlar, metal oksitler ve bentonit, kalsiyum silikat 
ve kolloidal silisyum oksit gibi, çeşitli maddeler kullanılır. Bu yön- 
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TAŞIYICI 


POLİMER 


Şekil: 105. Enzimlerin bağlanmasında kullanılan çeşitli yöntemlerin şematik olarak açıklanması 
(Weetall'e göre) 


tem çok basittir. Enzimin taşıyıcı maddenin parçacıklarıyla reak- 
tif olmayan koşullar altında temasa getirilmesi yeterlidir. Bu ne- 
denle enzimin doğasında bir değişme söz konusu değildir. Buna 
karşın bu şekilde bağlanmış enzimler ortamda substratın bulunması 
halinde desorbe olurlar veya elektrik yüklerini artırırlar. Buna ek 
olarak enzimi bağlamak için taşıyıcı madde üzerinde bulunması gerekli 
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elektrik yükleri enzim yerine substrat veya ürünle bağlanırlar ki, bu gibi 
durumlar bu yöntemin zayıf taraflarını oluştururlar (Falb, 1972). 


Tutuklama: Bu amaçla sentetik veya doğal kaynaklı polimerler 
kullanılır. Bunların arasında en çok kullanılan poliakrilamittir. 


Mikrokapsülleme: Bu yöntemde kullanılan membranlar çeşitli 
polimerlerden yapılmıştır. Bunların büyüklükleri I x veya daha fazla 
olabilir. Kapsül içindeki enzim dışarıya çıkamadığı halde, substrat içeri 
girebilir. 

İyon değiştirici: Enzimler elektrostetik ilişkilerden yararlanılarak 
iyon değiştiriciler üzerine bağlanabilirler. Bu yöntem basit ve ucuzdur. 
Endüstriyel amaçla taşıcıya bağlı enzimlerin ilk defa başarılı ve ekonomik 
olarak kullanılmasında bu yöntem uygulanmıştır. Bu yöntemle DL- 
amino asitlerin elde olunmasında bir açilaz kullanılır. 


Çapraz zincirleme: Enzimler benzidin, diizotiyosiyanat, çift işlevli 
(bifunctional) alkilleştrici maddeler ile glütaraldehit gibi çift işlevli bir 
maddeyle çapraz zincirleme yöntemiyle polimerize edilirler. Bu çeşit 
bağlanmış enzimler jelatinimsi bir doğadadır. Bunların kullanılması 
biraz zordur. 


Adsorpsipon ve çapraz zincirleme: Bu yöntemle elde olunan bağlan- 
mış enzimlerin stabiliteleri, bu yöntemlerin yalnız başlarına kullanıl- 
malarından daha yüksektir. Bir örnek olmak üzere enzimlerin önce 
kolloidal silisyuma adsorbe edilip, sonra glütaraldehitle parçacıkların 
yüzeylerine bağlanmasını gösterebiliriz. 


Kopolimerizasyon: Bu yöntemle enzimler bir kopolimere onun bir 
parçası gibi bağlanmıştır. Bu amaçla en çok maleik anhidrit ve etilen 
. ile kopolimerizasyon bahis konusudur. 


Kovalan ilişki: Bu yöntemde enzimler çeşitli polimerlere bağlanır. 
Bu bağlantı şekli en stabil olanıdır. 


7.4.1.3. Taşıyıcıya bağlı enzimlerin endüstride kullanılma olanak- 
ları: Bağlanmış enzimlerin endüstride kullanılmalarına son 10-15 yıl- 
dan beri çok önem verilmektedir. Ancak bu yöntemin bazı sorunları var- 
dır. 


Bazı bağlanma şekillerinde kullanılan polimerlerin istenilmeyen 
bazı fiziksel özellikleri yanında enzimler tarafından bir substrat 
olarak kullanılabilmeleri, birçoklarının da çözücülere ve pH değişiklik- 
lerine hassas olmaları nedeniyle üniversal veya ideal bir taşıyıcının bu- 
lunmasını olanaksız yapmaktadır. 
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Diğer taraftan bir taşıçıya bağlanmış enzimin stabüitesi değişebilir. 
Bazı türevler bu stabiliteyi artırırken, diğerleri zayıflatabilirler. Bun- 
lara ek olarak reaktörlerde kullanılacak taşıyıcı parçacıklarının büyük- 
lükleri de seçilecek prosesi tayin eden bir faktör olarak önem kazanır. 
Örneğin küçük parçacıklar büyük kolonlarda, substratın durumu ve di- 
fizyon bizi zorunlu olmadıkça, kullanılmamalıdır. Keza difizyonu yavaş- 
lattığından ve parçacıkları sürekli olarak sıvı içinde tutmak oldukça 
zor olduğundan, süreksiz çalışan bir reaktörde de büyük parçacıklı ta- 
şıyıcılar seçilmemelidir. 


Endüstride kullanılacak bir enzimin bir taşıyıcıya bağlanması için 
kullanılacak yönteme gelince, birçok enzimler yüksek moleküllü subst- 
ratlara karşı etken olmadıklarından, bir enzim yüksek moleküllü bir 
substratı katalize etmek için kullanılacaksa, o takdirde tutuklama için 
mikrokapsülleme veya kopolimerizasyon yöntemleri seçilmemelidir. 
Bundan başka substrat yüksek tuz konsantrasyonlu veya substratın 
pH'sı ekstrem sınırlarda ise, o takdirde adsorpsiyon yöntemi kullanıla- 
maz. Bu takdirde enzimlerin taşıyıcıdan desorbe olması çok olasıdır. 


Taşıyıcıya bağlanmış enzimlerin gıda endüstrisinde kullanılma alan- 
larından en önemlileri proteinlerin hidrolizasyonu, peynir üretimi, ni- 
şastanın glikoza dönüştürülmesi, glikozun früktoza dönüştürülmesi ve 
yumurta beyazından glikozun alınmasıdır (Weetall, 1975). 


Protein ve protein hidrolizatları gıda endüstrisinde çok kullanılan 
maddeler arasında bulunurlar. Örneğin protein ekstraktları meşrubat 
ve çocuk mamalarını amino asitlerce zenginleştirmede kullanılan önemli 
bir katkı maddesidir. 


Proteinin serbest enzimlerle bidrolizasyonu proteaz ve peptidaz 
enzimlerinin pahalı olmaları nedenleriyle çok sınırlıdır. Halbuki, bağlı 
enzimlerle proteinlerin hidrolizasyonu yöntemi üretimde sürekli sistem- 
lerin ve enzimin birçok defa kullanılmasına, hidrolizasyon olayını daha 
iyi kontrol etmeye ve nihayet enzimin üründe kalmamasına olanak sağ- 
lar. Araştırmalar taşıyıcıya bağlı proteaz ve peptidazlarla proteinlerin 
96 90 arasında serbest amino asitlerine parçalanabildiğim ve bu par- 
çalanmanın istenilen oranda ayarlanabileceğim göstermiştir. 


Taşıyıcıya bağlı enzimler peynircilikte sütün pıhtılaştırılması sı- 
rasında kullanılabilir. Gerçekten yapılan bir araştırmada süt 15 'C'de 
içinde bağlı enzim bulunan bir kolondan geçirilmekte ve sonra ısıtılarak 
süt pıhtılaştırılmaktadır. Diğer taraftan laktozun p-galaktozidaz ile 
glikoz ve galaktoza hidrolizasyonu, laktoza karşı hassas olan büyük bir 
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insan kitlesinin sütü hastalanmadan kullanmasını ve aynı zamanda sütün 
tatlılığının artmasını sağlar. 


Bundan başka 8-galaktozidaz peynir altı suyunda bulunan lakto- 
zun parçalanmasını sağlayarak birçok süt işletmeleri peynir altı 
suyundan ayırdıkları ve beslenme değeri düşük olan proteini nişasta 
şurubuna benzer tatlılıkta bir ürüne dönüştürebilirler. 


Taşıyıcıya bağlı enzimlerin kullanılabileceği bir diğer alan glikoz 
elde olunmasıdır. Bugün enzimlerin endüstride en çok kullanıldığı alan 
nişastanın glikoza dönüştürülmesidir. Son zamanlarda bu amaçla sürekli 
çalışan bir yöntem geliştirilmiştir. 


Nişastanın taşıcıya bağlı glükoamilaz kullanılarak glikoza dönüş- 
türülmesinin ekonomik olabilmesi birçok faktöre tâbidir. Bunların için- 
de en önemlisi substratın reaktörde geçirdiği süredir. Normal olarak 
glikoz elde olunması için substratın 75 saat enzimle beraber bulunması 
gerektiği halde, sürekli sistemde substratın reaktörde geçirdiği süre 6 
dakikadan daha azdır. Bunun yanında elde olunan ürün daha temizdir, 
daha az renk kaybı ortaya çıkar ve proses sonunda temizlik için sarfe- 
dilecek zaman daha azdır. 


Taşıcıya bağlı enzimler glikozun früktoza dönüştürülmesi ama- 
cıyla da kullanılabilir (Weetall, 1975). Bu proseste glikoz izomeraz 
kullandır. 


Bu nedenle pahalı olan bu enzimin bağlı olarak kullanılması prose- 
sesin maliyetini düşürür. Endüstride glikoz veya nişasta şurubunun 
yerine kullanılabilme şansına sahip olan früktoz şurubunun hazırlan- 
masında enzim ya hücre içerisinde bırakılarak hücreye bağlı bir enzim 
olarak kullandır yahut önce hücre dışına alınarak ve suda erimeyen bir 
taşıyıcıya (örnek: DEAE-sellüloz) bağlanarak kullanılır. 


Birinci yöntem, prosese glikoz izomerazdan başka enzimlerin mü- 
dahele etmesi ve dolayısıyla istenmeyen flavor maddelerin oluşması, 
birim hacim başına isabet eden enzim aktivitesinin düşük ve enzim yarı- 
ömrünün kısa olması ve son olarak ürünün temizlenmesinin güçlüğü 
gibi bir takım sakıncalar taşımaktadır. İkinci yöntem ise bu çeşit sakın- 
caları ortadan kaldırır. 


Bağlı enzimlerin en uygun kullanılabileceği diğer bir alan şarap ve 
meyve sularının pektinaz yardımıyla beraklaştırılmasıdır. Bunun ya- 
nında pektolitik enzimlerin kullanılması Ough ve Berg (1974)'e göre, 
şıra randımanını 90 15 kadar artırmakta ve filtrasyonu kolaylaştırmak - 
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tadır. Ough ve ark. (1975) ise, aynı enzimlerin kırmızı şarap yapımında 
rengin şıraya geçişini kolaylaştırdığını, bu nedenle fermantasyon süresin- 
de W& 20 tasarruf edilebileceğini ve dolayısıyla şıra kabukla daha kısa 
bir zaman temas halinde kalacağından, fenollerin şıraya daha az geçe- 
ceğini söylemektedirler. 


Weetall (1975)'a göre pasta ve kek yapımında kullanılan kurutul- 
muş yumurta akı içinde bulunan glikoz daha önce alınmadığı takdirde, 
acılaşma ve renkte esmerleşme ortaya çıkmaktadır. Bu sakıncaları gi- 
dermek için yumurta akı içine glikoz oksidaz enzimi katılır. Bir hücre 
içi enzim olan glikoz oksidaz pahalıdır, ve bu nedenle bağlı glikoz ok- 
daz enziminin pratikte kullanılması ekonomik olur. 


Yukarıda verilen bağlı enzimlerin pratikte kullanılma olasılıkları- 
na papain kullanılarak birada bulanıklığın önlenmesini, etin işlenmesinde 
lipaz ve proteazlar kullanılarak yağın alınmasını, invertaz kullanılarak 
şekerin inverziyonunu, tripsin kullanılarak sütün stabilizasyonunu, pro- 
teaz, karbonhidraz ve lipazlar kullanılarak ucuz kaynaklardan yapay 
besinler elde olunmasını katabiliriz. 


Bugün taşıcıya bağlı enzimler pratikte birkaç yerde kullanılmak- 
tadır. Weetall (1975)'a göre Japonya'da DEAE-Sephadex L-amino 
asit açilaz ile doldurulmuş 2000 1 kapasiteli kolonlar Dl-amino asitlerin 
ve özellikle treonin ve metiyonin elde olunmasında kullanılmaktadır. 
Keza Amerika Birleşik Devletleri'nde ve İngiltere'de yapay penisilin 
üretiminde kullanılan 6-amino penisillanik asitin elde olunmasında ta- 
şıcıya bağlı penisilin amidazlarının kullanıldığı bilinmektedir. Bununla 
beraber taşıcıya bağlı enzimlerin saf kimyasal maddeler, antibiyotik 
ve steroit sentezleri ve hatta oksijen çıkışı yoluyla köpük kauçuk üretimi 
gibi alanlarda büyük bir potansiyeli olduğu açıktır. 


Taşıcıya bağlı enzimler laboratuvar analizlerinde de kullanılmış- 
lardır. Bunlar glikoz, üre, asetilkolinesteraz, aminoasit ve ürik asit gibi 
çeşitli organik bileşiklerin analizleridir. Son zamanlarda taşıcıya bağlı 
enzimleri kullanan anorganik anyonları saptamak ve miktarlarının 
tayininde kullanılmak üzere bir yöntem geliştirilmiştir. Analiz amacıyla 
kullanılan yöntemler genellikle enzim elektrotları ve sürekli akışlı ko- 
lonlardır. 


Enzim elektrotları bir taşıcıya bağlı enzimle yakın temas halinde 
bulunan iyon özgül elektrot veya oksijen elektrottan oluşur (Şekil: 106). 
Enzim ya bir reaktan kullanır yahut elektrot tarafından ölçülebilen bir 
bir ürün oluşturur. Birincisine bir örnek olarak üreaz, ikincisine ise amon- 
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ELEKTROT 


BİLEZİK MEMBRAN ” 
NAYLON VEYA SELÜLOZ 


ELE BAĞLANMIŞ ENZİM 
Şekil: 106. Tipik bir enzim elektrodu (Weetall'a göre) 


yum iyonu özgül enzim elektrotlarım gösterebiliriz. Bu sonuncu elekt- 
rotlar aynı zamanda amino asit oksidazları kullanmak suretiyle amino 
asit tayininde kullanılabilir. 


Oksijen elektroduna gelince, bu, glikoz oksidaz yardımıyla glüko- 
zun tayininde olduğu gibi, enzim tepkimesi sırasında erimiş oksijen 
miktarında ortaya çıkan düşmeyi ölçer. 


7.4.2. Taşıcıya bağlı mikroorganizmalar: 


7.4.2.1. Giriş: Taşıcıya bağlı enzimler pratikte bazı sentez prosesleri 
için büyük ölçekte kullanılabiliyorlarsa da, yalnız ve kofaktör gereksin- 
meyen bir tepkimeyle sınırlı olmaları yaygın olarak kullanılmalarını 
önlemektedir. Bu nedenle son yıllarda mikroorganizmaları bir bütün ola- 
rak bir taşıcıya bağlamayı amaçlayan çalışmalar hız kazanmıştır. Bu 
yöntemin çeşitli üstünlükleri olduğu gerçektir. Durand ve Navarro (1978) 
ya göre, bu yöntemin esas değeri enzimin ne ekstraksiyonuna ne de saf- 
laştınlmasına gerek kalmasıdır. Bu işlemler sırasında aynı zamanda en- 
zim aktivitesinde kayıplar da ortaya çıkmaktadır. Bazı hallerde taşıcı- 
ya bağlı hücre kullanmak, enzimin doğal durumda ve doğal koşulları 
içinde bulunması demek olacağından, enzimin dayanıklığı sorununu ken- 
diliğinden çözmüş olur. 


Buna ek olarak taşıyıcıya bağlı hücrelerin hazırlanması ve kullanıl- 
ması taşıyıcıya bağlanan enzimlerden daha kolaydır. Diğer yönden taşı- 
cıya bağlanmış hücre yöntemi birbirini izleyen bir dizi tepkimeleri kata- 
lize ve bazı tepkimelere gerekli olan kofaktörleri rejenere etmek için da- 
ha uygundur. Ancak bu yöntem bu üstün tarafları yanında hücrelerin 
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bütünlüğünü muhafaza etmek güçlüğü, gelişmeyen hücrelerde sık sık 
ortaya çıkan enzim inaktifleşmesi olayı, hücre zarı ve membranının ge- 
çirgenlik ve difizyon için engel oluşturmaları ve hücrede bulunan çok sa- 
yıda başka aktif enzimlerin istenilmeyen yan tepkimeleri gibi sakınca- 
ları içermektedir. 


Bugün steroit doğadaki ilâçlar tercihan mikrobiyolojik transfor- 
masyonla üretilmektedir. Bu amaç için serbest enzimler kullanılmaktay- 
sa da, bu çeşit enzimlerin yeterli derecede stabil olmaması ve pahalı elek- 
tron akseptörü kullanma gereksinimi steroit dönüşümü için ekonomik 
olarak enzimatik proseslerin kullanılmasını zorlaştırmaktadır. Halbuki 
tutuklanmış mikroorganizma daha stabil bir katalizatördür, ve elektron 
akseptörü bakımından da çok az sorun oluşturur (Yang ve Studebaker, 
1978). 


7.4.2.2. Mikroorganizmaların taşıcıya bağlanma yöntemleri: Bu 
yöntemlerin sayısı serbest enzimler için olduğu kadar çok değildir. Bun- 
lar aşağıda sırasıyla verilmiştir (Durand ve Navarro, 1978): 


— Taşıyıcısız, doğrudan hücrelerin kullanılması: Hücre içindeki en- 
zimlerin bazıları aktifliklerinden kısa sürede çok şey kaybettikleri halde, 
bazıları aktifliklerini uzun zaman devam ettirirler. Bununla beraber hüc- 
relere yapılan bazı işlemler yardımıyla aktiflikteki bu kayıp önlenebil- 
mektedir. Bu durumda taşıyıcı madde bizzat hücrenin kendisidir. Bu 
yönteme bir örnek olarak bir hücre içi enzim olan glikoz izomerazı ve- 
rebiliriz. Sirepfomyces albus hücreleri 60*C'de 10 dakika süreyle ısıtıl- 
dıkları zaman, bir hücre içi enzim olan glikoz izomeraz otoliz yoluyla 
hücre dışına çıkmayıp hücreye bağlı olarak kalır. 


60—80'C'de tutulan hücrelerde ise, aynı enzimin 99 80—90 kada- 
rının hücre içinde tespit edilebildiği görülmüştür. 80'C' sıcaklık hücre 
maddelerinin çoğunu tahrip eder, fakat glikoz izomeraz denatüre ol- 
muş hücre kitlesine bağlı ve aktif halde kalır. 


Isı uygulanmış hücre kitlesi glikoz izomerizasyon tepkimelerinde 
kullandır. Bu amaçla hücre kitlesi cam bir kolona doldurulur. Kolon 
enzimatik aktivitesini uzun süre kaybetmeden kullanılabilir. 


Mikrobik hücrelerin bağlanmaları için başka araçlar da kullanıl- 
mıştır. Bunlar hücrelerin topaklanmasını sağlayan katyon veya anyon 
doğasındaki poliamin gibi polielektrolitler veya hücre çökeltileri yapan 
Mg, Ca, Fe ve Mn'in oksitleri, hidroksitleri, sülfatları gibi bileşiklerdir. 
Bu hücre çökeltileri kurutularak glikoz izomeraz tepkimelerinde kullanı- 
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lır. Bugün glikoz izomerazdan başka birçok enzim bu yöntemle hücreye 
bağlanabilmiştir. Buna Pseudomonas mephitica var. lipolyticaYya. ısıya 
dayanıklı bir lipaz, Morfierella vinacea'ya. raffinozu hidrolize eden bir en- 
zim, Aspergillus ochraceus'a amino açilaz örnek olarak gösterilebilir. 


—Poliakrilamit jeline bağlanma: Bu yöntem Durand ve Novarro 
(1978)'ya göre, hücreleri çevredeki substrata bırakmayan, fakat subst- 
ratın geçmesini engellemeyen bir maddeye bağlanması esasına daya- 
nır. Bu maddeler arasında en çok kullanılan madde poliakrilamittir. 


Poliakrilamite mikroorganizmaların bağlanması aktivitenin muhafa- 
zası bakımından çok önemlidir. Jelin hazırlanmasında önemli faktörler 
akrilamidin miktarı, bakterilerin akrilamide oranı ve jel parçacıklarının 
büyüklüğüdür. Bunlardan ilk ikisi jelin sertliğini ve enzimlerin bağlan- 
dıkları hücrenin büyüklüğünü, üçüncüsü ise enzim aktivitesini, daya- 
nıklılığını ve bir kolon içine konulduklarında basınç düşüşünü (pressure 
drop) etkiler. 


Jel parçacıklarının büyüklüğüne gelince, akrilamide bağlanmış 
hücrelerde en yüksek aktivite Achromahacter guttatus için optimum 5—10 
meş (mesh)'dir. 


Poliakrilamit jelinin aktivitesi polimerizasyon 0'C'de yapıldığı 
zaman, en yüksek bulunmuştur. 20 ve 37C'lerde aktivite sırasıyla 96 
85 ve 75 olmuştur. Polimerizasyon süresi de aktivite üzerine etki yapar. 
Örneğin O'C'de 5 saat bırakıldığı zaman, aynı derecede 1 saat bırakıla- 
na göre 1,4 defa daha aktif bulunmuştur. Bununla beraber işlem süre- 
sinin mümkün olduğu kadar kısa olması istenir. Çünkü akrilamit mono- 
meri ve organik çözücüler enzimin inaktifleşmesine neden olurlar. 


Diğer yönden hazırlanan jelin yüklendiği hücre sayısı da önemlidir. 
Örneğin W& 10 (g/g) bakteri yüklenmiş olan bu jelin yaklaşık 9 40'lık 
oldukça yüksek sayılabilen bir kalıcı aktiflik gösterdiği bulunmuştur. 
Halbuki & 59'lik bir konsantrasyon kullanıldığında jel aynı aktifliği gös- 
terememiştir. 


Mikroorganizma hücrelerinin bağlanmasında başka taşıyıcı madde - 
ler de vardır. Bunlar arasında kollojen membranı, agar jeli, kalsiyum 
alginatı, sellüloz triasetatı, sellüloz mitratı, sellüloz lifleri 4- glütaralde- 
hit, sellofan hortumu, polistireni, poliüretanı, metal hidroksitleri ve sıvı 
membranları sayabiliriz. 


Taşıcıya bağlanacak mikroorganizmalar önce kollojen disperziyonu 
içinde dağıtılır. Karışım bir film halinde dökülür ve havada kurutulur. 
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Sonra glutaraldehidle sepilenir. Böylece enzimler elektrodepozisyon yar- 
dımıyla impregne edilmiş olurlar. Hücreler hazırlanan bu kollejen film- 
deki glutaraldehidin bağlantı yerlerine fizikokimyasal bağlarla tutulur- 
lar. 


Adsorptif maddeler kullanılarak da hücreleri bağlama olanaklıdır. 
Bu maddeler tuğla, odun, çeşitli polimerler, DEAE-sellüloz, CM /DEAE / 
TEAE sellüloz, sellüloz, anyon reçineler gibi çeşitlilik gösterirler. 


Mikroorganizmaların adsorpsiyonunda şu faktörler dikkate alın- 
malıdır: Adsorbantın, mikroorganizmanın ve çevrenin özellikleri. Örne- 
ğin adsorbe edilen mikroorganizma miktarı taşıyıcı maddesine ve mikro- 
organizmanın türüne göre değişmektedir. Keza Saccharomyces uvarum 
ve kieselguhr, bentonit —H' ve amin-bentonit taşıyıcı madde- 
leri kullanılarak yapılan bir denemede ilk iki taşıyıcı madde kullanıldı- 
dığı zaman, adsorpsiyonun pH 3'de, sonuncu taşıyıcı madde için pH 5' 
de en fazla olduğu saptanmıştır ki, bu taşıyıcı madde çeşidinin adsorpsi- 
yon gücünün çevre koşullarıyla ilgili olarak değişebileceğini gösterir. 


Taşıyıcı madde olarak katı yüzlere bağlanma yöntemi en yay- 
gın şekilde endüstriyel atık suların temizlenmesinde o kullanılır. 
Yağmurlama yöntemi (Trickling System) denilen bu yöntemde ka- 
ya veya sentetik doğadaki katı maddeler üzerine atık su damla- 
lar halinde dağıtılarak organik maddeler mikroorganizmalara parçalat- 
tırılır. Bu yöntem hızlı sirkeleştirme prosesinde de kullandır. Burada 
taşıyıcı madde olarak parçalanmış mısır koçanı ve kıvrık yongalar kul- 
landır. 


Mikroorganizmaların katı taşıyıcı maddeler üzerine kovalan bağ- 
larla tutunmaları da olanaklıdır. Yapılan çalışmalarda 5S. uvarum 
glutaraldehitle aktifleştirilmiş cam bilyalar üzerine bağlanabilmiş ve 
adı geçen mayanın alkol verimi önemli derecede artış göstermiştir. Aynı 
şekilde Micrococcus luteus'da CMC üzerine kovalan olarak tutuklanabil- 
miş ve hücrelerin histidin amonyakliyaz aktivitesi muhafaza edilebil- 
miştir. 


Taşıyıcıya bağlanmış enzimlere göre tutuklanmış mikroorganizma 
hücrelerinin aktiviteleri genellikle daha küçüktür. Örneğin Candida tro- 
picalis'in ofenol-oksidaz aktivitesi poliakrilamit kullanıldığında & 8'e, 
polistiren kullanıldığında 9 23'e ve alg-alginatı kullanıldığında ise 
28'e düşer. Bu durum polimerlerin substrat fenol ve oksijenin di- 
fizyonlarını azaltmasından ileri gelmektedir. 
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Bununla beraber bazı örneklerde aktivite serbest hücrelere göre da- 
ha yüksek olabilir. Örneğin titanyum hidroksit üzerine bağlanmış Ace- 
tobacter hücreleri alkollü bir ortamdan sürekli bir reaktörde günde 263 
g asetik asit (alkolün asetik aside dönüşü & 99) ürettikleri halde, serbest 
hücrelerle günde ancak 87 g asetik asit üretilebilmiştir. 


Bir başka örnek S. cerevisiae'nin etil alkol üretimi üzerinde verile- 
bilir. Gerçekten de anılan maya serbest hücre olarak kullanıldığı zaman, 
etil alkol üretimi 472 ve 388 mMlI' iken tutuklanmış hücrelerle üretim 
bunun 5 katına çıkmıştır. Aynı şekilde gözenekli cam üzerine bağlanmış 
S5. uvarum ile de glikozun etil alkole dönüştürülmesi serbest hüc- 
reye göre daha yüksek bulunmuştur. 


Bağlanmış mikrobiyel sistemlerin dayanıklılığı sorununa gelince, as- 
partik asit üretiminde kullanılan Escherichia coli'nin aktivitesinde önem- 
li sayılabilecek bir kayıp olmamış ve I M amonyum fümaratın tamamı- 
nın aspartik asite dönüşmesi bir aydan daha fazla bir süre aynı kalmıştır. 


Serbest ve taşıcıya bağlanmış hücrelerin ısıya karşı dayanıklılığı 
da incelenmiş ve bütün durumlarda hücrelerin dayanıklılığı daha yüksek 
bulunmuştur. Optimal sıcaklık derecesi de bağlanmış hücreler için daha 
yüksektir. Örneğin Pseudomonas putida'nın deaminaz aktivitesi için 
optimal sıcaklık derecesi serbest hücre ile 377C iken, bağlanmış olanda 
55'C'dir. 


Ortamın pH'sı da her iki hal için birbirinden farklı rol oynamak- 
tadır. Örneğin bir katyon değiştirici reçine üzerine bağlanmış Nifrobac- 
fer, serbest hücreye göre, daha yüksek bir optimal pH'da nitrifikasyon 
yapmıştır. 


Bağlanmış mikrobiyel sistemlerin aktiviteleri üzerine ortamda bulu- 
nan iyonların etkisi de incelenmiş ye bağlanmış Achromabacter liguidum 
hücrelerinin L-histidin amonyak liyaz aktivitesinin ortamda Ca*?, Co-” 
Mg*t? ve Zn gibi iki değerli katyonların bulunması halinde, sistem bir- 
kaç kez tuzlu su ve substrat ile yıkansa dahi, azalmadığı saptanmış- 
tır. 


Diğer yöntem serbest ve bağlı hücre duvarlarının substrat ve ürüne 
karşı geçirgenlikleri arasında da önemli bir fark vardır. Serbest hücre ile 
ortamda yüzey aktifbir madde olan CTAB (C Etyltrimethyl Ammonium 
Bromide) bulunmazsa Achrombacter liguidum'un ürokanik asit üretimi 
çok düşüktür. Çünkü ortamda bu madde olmadığı için, substrat veya 
ürünün hücre duvarından geçişi çok azdır. 
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Taşıcıya bağlanmış hücrelerin yarı-yaşamı (half-life) üzerinde ya- 
pılan çalışmalar vardır. Bu konuda yapılan bir çalışmada Candida tro- 
picalis fenolu parçalamak için, çeşitli jellere bağlanmıştır. Adı geçen ma- 
yanın yarı-yaşamı yaklaşık 3 haftayı bulmuş ve bu süre sonunda inaktif 
olan hücreler yeniden inkübasyona bırakılarak aktifleştirilmişlerdir. 
Bir başka çalışmada ise, Lacfobacillus casei hücreleri poliakrilamit jeli- 
ne bağlanmış ve reaktör çeşitli substratlarla beslenmiştir. Bakterinin 
malik asidi laktik aside dönüştürme aktivitesi, reaktör laktik asit bak- 
terilerinin gelişmesine elverişli bir substrat ile beslendiği takdirde, sü- 
rekli olabilmiştir. 


Aynı biçimde tuğla bilyeler üzerine tutuklanmış Schizosaccharomy- 
ces pombe kullanılarak malik asidin laktik aside ve etil alkole dönüşü 
incelenmiş ve reaktörün şarap kullanıldığında ancak 48 saat, şıra kulla- 
nıldığında ise aylarca aktif kalabildiği saptanmıştır. 


7.4.2.3. Taşıcıya bağlı mikroorganizmaların endüstride kullanılma 
olanakları: 


Taşıcıya bağlanmış hücreler pratikte çok eskiden beri jeneratörle 
çalışan sirkecilikte uygulanmaktadır. Bunun dışında 1973 yılından beri 
poliakrilamit jele bağlanmış mikrobiyel hücrelerin aspartik asit üreti- 
timinde başarıyla kullanılabileceği kanıtlanmıştır. Ayrıca endüstriyel 
ve kentsel kirli suların temizlenmesinde "yağmurlama yöntemi" bir çok 
memleketlerde pratiğe geçmiş durumdadır. 


Sonuç olarak taşıcıya bağlanmış mikroorganizma hücrelerinin en- 
düstride kullanılması sirke üretimi dışında henüz yaygın olmamakla 
beraber, bu yöntem alışılmış fermantasyon ve enzimatik tepkimelere 
göre bazı hallerde daha etkin ve üstündür. Bu nedenle bu yöntemin 
steroit, antibiyotik, peptit, nükleik asit ve koenzimler gibi, birçok en- 
düstriyel kimyasal maddenin üretiminde gelecekte kullanılma şansı 
çok büyüktür. 


7.55. Enzimlerin Gıda Üretiminde Kullanılmaları: "Enzimoloji" 
ile "Gıda Bilimi" arasında çok sıkı bir işbirliği vardır. Fox (1974)'un 
belirttiği gibi, bütün besin maddeleri, pek az ayrıcalıkla, enzimlerin faa- 
liyetleri sonunda sentezlenmektedirler. Keza besin bozulmalarının da 
ortaya çıkmasında, özellikle sebze ve meyvelerde mevcut enzimlerin ve / 
veya eksoenzim veya öldükten sonra hücre erimesi (Iyse) sonucu açığa 
çıkan enzimlerin faaliyetleri rol oynamaktadır. 


Gıda Teknolojisi'nde adı geçen enzimler ya besinlerin kendisinde 
bulunur yahut besine dışardan katılmış yahut da besine herhangi bir 
yolla bulaşmış veya kültürle girmiş olur. 
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7.5.1. Gıdanın kendisinde bulunan enzimler: Besinlerin doğasında 
bulunan enzimlerin faaliyetleri birçok hallerde faydalı sonuç verirse de, 
çoğunlukla zararlı etkileriyle tanınırlar. Bu nedenle "Gıda Enzimolojisi" 
alanında yapılan çalışmalar bu enzimlerin inaktifleşmeleri üzerinde ol- 
muştur ve olmaktadır. Bu çalışmalar enzimlerin faaliyetlerini ısı uygu- 
lamasıyla durdurmak veya gıdaları soğukta muhafaza ederek enzim 
faaliyetlerini azaltmak şeklinde özetlenebilir. 


Bununla beraber hücre içinde enzimlerin bulundukları yerlerin ta- 
yin edilmesi ve enzim kontrolu mekanizması üzerindeki bilgilerimizin 
artmasıyla faydalı enzimleri çalıştırmak, istenmeyenleri çalıştırmamak, 
böylece gerek gıda kalitesini gerekse saklama yöntemlerini düzeltmek 
olanak dahiline girmiştir. Örneğin meyve ve sebzeler için mevcut enzim- 
lerin tepkimeleri çok önemlidir. Bu gıda maddelerinin hasadından son- 
ra mevcut enzimler faaliyetlerini devam ettirirler. Hatta bazı hallerde, 
klimatrik meyvelerde olduğu gibi, enzimlerin yeniden oluşması, enzim 
durdurucularının tahrip edilmesi ve hücrenin parçalanmasıyla enzimlerin 
serbest kalması enzimatik faaliyetleri hızlandırabilir. Bunun sonucu ola- 
rak klorofil parçalanır, sellülozun, hemisellülozun, pektin ve diğer kar- 
bonhidratların hidrolizasyonuyla yumuşama ortaya çıkar; nişasta glü- 
koza ve diğer şekerlere dönüşür. Bazen bunun aksi de olur. Organik asit- 
lerin katabolizması CO, çıkışma eşlik eder, sıkı bünye kaybolur ve bazı 
flavor maddeleri oluşur. 


Yukarıda sayılan değişmeler meyve ve sebzeleri düşük sıcaklık 
derecelerinde tutmak suretiyle azaltılırsa, meyve ve sebzelerin ömürleri 
uzatılabilir. Bunun gibi, gıdanın kalitesini muhafaza etmek için yerli 
enzimlerin faaliyetlerinin kontrol altında tutulması gerekmektedir. Bu- 
nun için, ısı uygulamasından daha çok seçici karakterde olan kontrol 
yöntemleri, pH kontrolu, bazı durdurucuların kullanılması, kinetik ve 
genetik kontrollardan faydalanılır. 


pH kontrolu ile et ve peynirlerde enzimler denatüre edilebilir veya 
istenmeyen enzimlerin faaliyetleri durdurabilirse de, bunun, gıdanın 
her tarafında aynı pH'yı sağlaması ve denatürasyonun tersinmez olarak 
ortaya çıkması gibi sakıncaları vardır. 


Aynı amaçla durdurucuların kullanılması ise, toksisite nedeniyle sı- 
nırlıdır. Ancak SO, ve dietilpirokarbonat yaygın olarak kullandır. Çalış- 
malar toksik olmayan ve metabolize olabilen durdurucuların bulunması 
için sürdürülmekte ve gıda maddelerinden izole edilmiş "doğal durdu- 
rucular"ın kullanılması olası görülmektedir. 
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Kinetik kontrol birçok enzimlerin faaliyetlerinin geri beslemeli 
(feed-back) veya ileri beslemeli (feed-forward) mekanizma yardımıyla 
kontrol edilmelerini ifade eder. Burada ürün ve substrat konsantrasyon - 
larının enzim faaliyetlerini olumsuz veya olumlu olarak etkilemesi 
bahis konusudur. Ortama ürün veya substrat katmak suretiyle özel 
bir enzimin aktifliği durdurulabilir. Buna yüksek CO, atmosferi altında 
muhafaza şeklini örnek olarak gösterebiliriz. 


Enzimatik olarak kontrol edilebilen özelliklere yönelik bitki ve 
hayvan seçimi ve ıslahı ile, yani genetik yolla da enzimatik faaliyetlerin 
kontrolü söz konusıı olabilir. 


7.5.2. Gıdaya katılmış enzimler: Saflaştırılmamış enzimlerin gıda 
endüstrisinde kullanılmaları çok eskidir. Buna örnek olarak peynircilikte 
deriden yapılmış kapların (tuluk v.b.), etin tenderizisyonunda ezilmiş 
papatya yapraklarının ve maltın biracılıkta ve ispirtoculukta kul- 
lanılmaları gösterilebilir. Fakat saflaştırma yöntemlerinin geliştirilme- 
sinden sonradır ki, enzimlerin gıda sanayiinde kullanılma alanı daha çok 
genişlemiştir. 


Saf enzimler gıda sanayiinde ya peynir, bira ve alkol üretimlerinde 
olduğu gibi, bir prosesin vazgeçilmez bir öğesi, ya meyve suları ve uçucu 
yağların ekstraksiyonlarında olduğu gibi, bir prosesin verimini artırıcı, 
yada et tenderizasyonunu, ekmek hacmini ve glikoz ve dekstrin şurup- 
larının kalitelerini iyileştirici bir etken olarak kullanılır. 


Bir enzim deposu olarak düşünülebilen maltın büyük bir kısmı ye- 
rine çiğ hububat ile beraber amilazların, proteinazların ve B-—glükonaz- 
lâr gibi ticari enzim preparatlarının kullanılması, ham madde maliyetinde 
bir düşme ve ayrıca düşük kaliteli, erimesi iyi olmayan maltların enzi- 
matik aktivitelerinde bir düzelme sağlayacağından, enzimlerin biracı- 
lıkta kullanılma alanı giderek genişlemektedir. Gerçektende Scherrer 
ve Pfeninger (1973) bu çeşit ticari preparatlar kullanıldığı takdirde, 
çiğ hububat katkı oranının & 80'e kadar çıkabileceğini, şıranın daha 
yüksek randımanlı süzülebileceğini, aynı zamanda biranın kolloidal 
stabilitesinin daha iyi ve fermantasyon derecesinin daha yüksek olabi- 
leceğini belirtmişlerdir. Aynı araştırmacılara göre biracılıkta enzim prepa- 
ratlarının kullanılmasının sağladığı teknolojik yararlar şöyle özetlene- 
bilir (Tablo 35): 


Diğer yönden ticari proteinaz preparatları biracılıkta soğuk ve pro- 
tein bulanıklarına karşı bir stabilizatör olarak uzun zamandan beri kul- 
lanılmaktadır. Bira stabilijasyonu için papain, pepsin, fisin, bromelin, 
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Tablo 35. Biracılıkta kullanılan enzim preparatlarının teknolojik yararları 


İşlem 


Enzim 


Enzimin İşlevi 


Teknolojik yararları 


Çiğ hububatın 
2 80'e kadar 
katılması 


Erimesi iyi ol- 
mayan maltlarda 


Kaynatılmış 
malt katkısı kul- 
lanılması 
Fermantasyon 


Bira stabilitesi 


Amilazları He- 
misellülazlar 


Proteinazlar ve 
Peptidazlar 


B-—Glükonazlar 


Amiloglükozidaz- 
lar 
Hemisellülazlar, 
özellikle B-glüko- 
naz 

Bakteriyel 
a-amilazlar 


Amiloglükozidaz- 
lar 


Proteazlar 


Nişastanın tamamen 
parçalanması 


Toplam-N ve alfa 
amino azotun artırıl- 
ması; yüksek molekül- 
lü N-Iu maddelerin a- 
zaltılması 
Viskozitenin düşürül- 
mesi 

Fermente olabilen çe- 
kerlerin parçalanması 
B—Glükan parçalan- 
ması; viskozitenin dü- 
şürülmesi 

Yüksek derecelerde 
(85'O) cirişlenme sı- 
rasında sulanma 
Dekstrinlerin parça- 
lanması; fermente o- 
labilen şekerlerin olu- 
şumu 

Yüksek moleküllü 
maddelerin; azotlu 
maddelerin parçalan- 
ması 


İyon normalitesinin eldesi; 
daha yüksek kaynatma 
dairesi verimi. 
Fermantasyonun 
cereyanı; biralarda daha İ- 
yi bir stabilite 


normal 


Daha hızlı sıra ve bira sü- 
zülmesi 

Son fermantasyon derece- 
sinin yükseltilmesi 

Hızlı şıra süzülmesi; daha 
yüksek ekstrakt verimi 


Katkı kaynatma kazanın- 
da büyük ölçüde nişasta 
parçalanması 
Fermantasyon derecesinin 
kontrol altına alınması 


Birada daha iyi bir stabili- 
te 


bakteri ve mantar proteinazları etkili bir şekilde 
yer (1972)'e göre kullanılma dozları protein ile 
arasında değişmektedir. 


kullanılmışlardır. Ga- 
ilişkili olarak 1-4g/hl 
Ayrıca enzim preparatları birada bulunan dekstrinleri fermente 
olabilen maltoz ve glikoz gibi şekerlere kadar parçalayarak son ferman- 
tasyon derecesini yükseltir. Bu amaçla fermantasyon veya dinlendirme 
sırasında biraya 8—amilaz ve amiloglükozidaz katılır. Bu işlem "diyet 
biraları” nın elde edilmesinde kullandır. 


Ticari amaçla enzim preparatları şarapçılıkta da uzun bir süreden- 


beri kullanılmaktadır. 


Şarapçılıkta pektolitik enzimler şıra ve şarabın ekstraksiyonunu, 
berraklaşmasını ve filtrasyonunu kolaylaştırma için kullanılır (Marteau, 
1972). 


Şıranın pektin parçalayan enzimlerle muamelesi olanaklı olduğu 
kadar erken, hatta sıkmadan hemen sonra yapılmalıdır (Dittrich, 1972). 
Sıkmayı müteakip elde olunan şıranın sıcaklığı henüz 15-20'C arasında 
bulunur ki, bu sıcaklıkta şırada ince bulanıklığa neden olan kolloidal 
erimiş büyük moleküller parçalanırlar. Daha sonra 3-4 saat içinde ak- 
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tarma yapılırsa ön durultma yapılmış olur. İnce bulanıklık etkenleri 
oksidasyon enzimleri, tanen ve renk maddeleri, keza istenilmeyen maya 
ve bakteriler içerdiğinden, bunların şıradan ayrılmasıyla temiz bir şıra 
ve sonunda güzel renkli bir şarap elde edilebilir. Aynı zamanda şarabın 
durultma ve süzme işlemlerinde zorluklarla karşılaşılmamış olur. 


Pektin parçalayan enzimler mayşede de kullanılabilirler. Bu sı- 
rada mayşenin 40—50'C'ye değin ısıtılması bu işlemden beklenen fay- 
dayı artırır. 2—4 saatlik bir enzim etkime süresi genellikle yeterlidir. 
Bu durumda protopektin sulanır ve küçük moleküllü pektin parçalanır. 
Bunun sonucu olarak viskozite düşer ve ince bulanıklık yok olur. Bu işlem 
aynı zamanda ekstrakt ve renk maddelerinin de çözünümünü kolaylaş- 
tırır. Bu nedenle bu işlemin kırmızı şarap elde olunmasındaki önemi 
büyüktür. Hatta bu işlemin alkol ve şekersiz kuru madde miktarını ar- 
tırdığı belirtiliyor. 


Pektin parçalayan enzimlerle beraber yaptırılan fermantasyonda 
tanen miktarı artar. Bu nedenle gerekiyorsa, PVPP veya "Gerbinol" 
ilâvesiyle tanen miktarı normal bir düzeye getirilir. 

Fidan (1976)'a göre gerek beyaz gerekse kırmızı üzüm mayşesine 
96 1.55 arasında enzim katıldığında damla ve |. pres şıralarının miktarı 
© 9.5 oranında artar. 9 1 enzim katıldığında ise, şıradan ayrılan tortu 
miktarında tanığa göre W 80 oranında bir artış görülerek berraklaştır- 
ma süresi 4 saate düşer. 9 1.5 oranında enzim katıldığında ise, mayşe 
fermantasyonu 3 gün önce sona ermektedir. Mayşeye katılan & 0.8 
oranındaki enzim süzme süresini 17 dakikadan 10 dakikaya indirir. 


Aynı araştırmacının enzim preparatları katarak yaptığı şarapların 
gaz kromatografik analizlerinde 99 1 enzim katılması metanol miktarı- 
nı tanığa göre önemli miktarda düşürmektedir. Etil asetat, n—propanol, 
i-butanol ve laktik asit etil esteri gibi önemli aromatik maddelerin mik- 
tarları ise, beyaz ve kırmızı şarap çeşitlerine göre değişir ve sonuç ola- 
rak şarapların aromatik yapısını zenginleştirir. 


Şarapçılıkta filtrelerin süzme işlevini artıran pektobtik enzimler 
dışında başka enzimlerin kullanılması da söz konusudur (Dittrich, 1972). 
Bu enzimler amilaz, poligalakturonidaz, dekstranaz ve pentonazandır. 


Aynı araştırmacıya göre yukarıda adı geçen enzimlerin katılması genç 
şaraplarda süzme kaabiliyetini iyileştirmez. Fakat şırada daha iyi bir 
sonuç alınır. Örneğin amilaz 100 *Ö'nin altında çoğunlukla iyi, Bofry- 
tis'in arız olduğu üzümlerden elde olunan ve 105 *ö gösteren şıralarda 
ise fena sonuç verir. Dekstranazla elde olunan sonuçlar amilazla elde olu- 
nankilere göre tam ters bir durum gösterir. Pentonazanlar ise, süzmeye 
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olumlu etki yapar. Fakat bu enzimler arasında en olumlu etki yapan 
poligalakturonidazdır. 


Proteazların, da şarapçılıkta kullanılma olanağı vardır. Bu enzim- 
ler şaraptaki proteinleri parçalayarak protein bulanıklığının ortaya çık- 
masını önlerler. Ayrıca şarapların çok miktarda bentonitle muamelesi 
önlenebilir. 


Fermantasyon endüstrisinde kullanılan bir başka enzim "bakteri" 
veya "mantar amilazı'dır. Bu enzime "mantar maltı" veya "takadi- 
yastaz"da denilmektedir. 


Bu enzim Uzak Doğu Asya'da yüzyıllardan beri içilmekte olan 
"koji" veya "pirinç bırası"nın yapımında nişastanın şekerlendirilmesi 
aşamasında arpa maltı yerine kullanılır. Bununla beraber Rehm (1967)'e 
göre Amerika Birleşik Devletleri'nde ve başka memleketlerde nişastanın 
mantar amilazı yardımıyla şekerlendirilmesi olayına sık sık rastlanır. 
Çünkü bu yöntemle şekerlendirme arpa maltına göre daha ileri bir dü- 
zeyde ve özellikle içki ispirtosu elde olunmasında alkol verimi yüksek 
olmaktadır. 


Diğer yönden mantar amilazı, daha kuvvetli olduğundan, arpa mal- 
tına göre daha az miktarda kullanılır. Örneğin ispirto üretiminde may- 
şeleme sırasında 100 kg nişasta için 10 kg yeşil veya kavrulmuş arpa maltı 
yerine 6-8 kg mantar amilazı yeterli gelir. Suyla iyice karıştırılan mantar 
amilazı mayşeye katılır. Şekerlendirme en iyi olarak 55 *C'de olur. May- 
şeleme 60-61 *C'de yaptırılarak hâlâ bu sıcaklıkta aktif olan enzimin 
nişastanın daha ileri bir düzeyde şekere dönüşmesine ve sonuç olarak 
daha yüksek alkol verimine olanak sağlanmış olur. 


Rehm (1967) endüstriyel enzimlerin kullanılmasının faydalarını 
şöyle özetlemektedir: 


a) Toksik değildirler. 


b) Doğal orjinli oluşları özellikle gıda endüstrisinde önemlerini 
artırır. 


e) Enzim özgüllüğü yüksektir. 


d) Çok değişik konsantrasyonlarda sür'atli bir tepkime gücüne sa- 
hiptirler. 


e) İstenilen tepkimelerini tamamladıktan sonra çabuk ve basit 
bir işlemle inaktifleştirilirler. 


fp Orijinleri çeşitli enzimler değişik pH ve sıcaklık sınırları içinde 
çalışabilirler. 
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8. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
METOBOLİZMALARI VE METABOLİZMANIN DÜZENLENMESİ 


Mikroorganizmaların metabolik faaliyetleri iki şekilde cereyan eder: 
Anabolizma ve Katabolizma. Kısaca anabolizma (Biyosentezleme)'yı 
mikroorganizmanın yaşamak, gelişmek ve çoğalmak için bir takım mad- 
deleri sentezlemesi, katabolizma (kemosentezleme)'yı ise bu işlevi yürüt- 
mek için gereksindiği enerjiyi üretmesi faaliyetidir, diye tanımlayabiliriz. 


8.1. Katabolizma: Mikroorganizma yaşamını veya gelişmesini 
sağlamak için belli substratlardan, membranını, proteinleri ve diğer 
hücre materyalini imal etmek veya sentez yapmak zorundadır. Mikro- 
organizma bunu yaparken yalnız biyoelementlere değil aynı zamanda 
'bir enerji kaynağına da gereksinme gösterir. 


Mikroorganizmalar için başlıca enerji kaynağı glikozdur. Mikroor- 
ganizmalar glikozu metabolizmalarında kullanırken aynı yolu izlemezler. 
Doelle (1981)'ye göre bu yollar 4'dür: 


8.1.1. Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolu; Bu yol aynı zaman- 
da "Gilikolitik yol" veya "Heksoz Difosfat" (HDP) yolu olarak da 
anılır. 


8.1.2. Heksoz monofosfot (HMP) yolu; Bu yol aynı zamanda "Ok- 
sidatif Pentoz Fosfat" veya "PP" yolu olarak da anılır. 


8.1.3. Entner-Doudoroff (ED) yolu: Bu yol aynı zamanda "Keto- 
3-desoksi-6-fösfoglükonat" (KDPG) yolu olarak da anılır. 


8.1.4. Fosfoketolaz (PK) yolu: 


Bu metabolizma yolları mikroorganizmaların C-kaynaklarından 
karbonhidratların "Kemosentezi" şeklinde kullanımlarını kapsamakta 
ve ilk ikisi memeli hayvanlarda, maya ve bakterilerde, son ikisi ise 
yalnızca bakterilerde işlevseldir. EMP yoluna "Glikolitik" veya "Gliko- 
lizis" denilmesi glikozun anaerobik olarak pirüvat üzerinden son ürün 
olarak laktata dönüşmesini belirtir. Bu memeli hayvanlarda söz 
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konusudur. Bakteriler de ise, glikozun hemen hemen tamamını EMP yo- 
lu üzerinden laktata dönüştürebilen homofermantatif laktobasiller 
dışında söz konusu değildir. Birçok mikroorganizma ise pirüvata ka- 
dar bu yolu kullandıktan sonra pirüvatın daha ileri aşamadaki meta- 
bolizmasında farklılık gösterir. Bazı anaerobik ve mikroaerofilik 
bakteriler ise, Zymomonas mobilis gibi, glikozu ED yoluyla parçalarlar. 
Bu da gösteriyor ki, EMP yolu glikozun anaerobik veya fermantatif 
metabolizmasında yegâne yol değildir. 


8.1.1. Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolu: Bu yol funguslar, 
mayalar ve bakteriler arasında çok yaygındır. Aşağıda verilen tepkime 
Zincirine göre 


Glikozt2 ATP * 2NAD*1 — 2 Pirüvatt4 ATP*2 (NADHHH*) 


beher glikoz molekülünden net olarak 2 molekül ATP meydana gel- 
mektedir. Diğer yönden aromatik amino asitlerin, DNA ve RNA'nın 
biyosentezleri için ön madde (prekürsor) oluşumunun olmayışı bu yolun 
karakterilerini oluşturur. Mikroorganizmalar bu yolu ancak gelişme 
faktörleri olması halinde kullanabilir. Sadece glikoz ve besin tuzların 
dan oluşan basit bir besiyerinde ise gelişemezler. 


EMP yolunun aşamaları ara ürünleri ve her aşamadaki enzimler 
Şekil: 107'de görülmektedir: 


Bu şema glikozun maya tarafından etil alkol fermantasyonu sonucu 
olarak etil alkol ve CO,'ye ve memelilerde laktik aside dönüşünü göster- 
mektedir. Bütün bu olaylar anaerobik koşullar altında geçer ve bu ne- 
denle hücre için gerekli olan enerji serbest oksijen olmadan elde olunur. 


1. aşamada D-glikoz, D-glükoz-6-fosfata dönüşür. Bu tepkimede 
heksokinaz (ATP: D-heksoz 6-fosfotransferaz) rol oynar. Glikoz artık 
bundan sonra tepkimelere katılabilir bir duruma gelmiş olur. Hek- 
sokinaz enzimi mayadan ve Aspergillus niger'den izole edilmiş ve mahi- 
yeti iyice incelenmiştir. Bu enzim-O-fosfat esterleri yaparken ATP'yi 
bir fosfat vericisi olarak kullanır. Bu sırada iki değerli katyonları (Mg, 
Mn? ve ekseriya Cat” ve Co”) gereksinirler. 

2. aşamada D-glükoz-6-P'ın D-früktoz-6-P'a dönüşünü fosfoglü- 
koizomeraz (glükozfosfat izomeraz, D-glikoz 6-P-keto-izomeraz) yapar. 
Bu enzimin aktif olabilmesi için metal iyonuna veya başka bir kofaktöre 
gereksinme yoktur. 


3. aşamada früktoz-6-P'tan D-früktoz-1.6-di P'ın oluşu fosfofrük- 
tokinaz (ATP: D-früktoz-6-P 1-fosfotransferaz) tarafından katalize edi- 
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Şekil: 107. EMP-Yolu şeması (Doelle'ye göre) 


lir. Bu enzim de diğer kinazlar gibi ATP ve Mg'”'un ortamda bulunması- 
nı ister. 


4. aşamada früktoz-6-P iki molekül triyozfosfat (aldo-ve ketotri- 
yoz fosfat)'a dönüşür ki, bu tepkimede aldolaz (D-früktoz-di-P-aldolaz 
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veya D-früktoz-1.6-di-P: D-gliserin aldehit-3-liyaz) ve triyoz-P-izome- 
raz rol oynar. Çeşitli hücrelerden izole edilmiş ve saflaştırılmış aldolaz- 
ların özellikleri incelenmiştir. Mikroorganizma hücrelerinden elde olunan 
aldolazlar tam aktif olabilmeleri için ortamda iki değerli metal iyonlarına 
gereksinme gösterirler. Örneğin maya ve Aspergillus niger aldolazları 
Zn” içerir ve Zn”, Cot” ve Fe*' ile aynı derecede aktifleştirildikleri 
halde Clostridium < perfringens'den izole edilen aldolaz ise yalnız Co” 
veya Fet? ilâvesiyle aktifleşebilir. Sisteinin ilâvesi ise tepkimeyi teş- 
vik eder. 


5. aşamada H,PO, müvacehesinde gliserinaldehit-P'ın dehidroje- 
nasyonu ile 1.3-difosfo gliserat meydana gelir. Bu olayda gliserin al- 
dedehit-P-dehidrojenaz (triyoz-P-dehidrojenaz; D-eliserinaldehit-3-P: 
NAD oksidoredüktaz) rol oynar. Bu enzim çok çeşitli kaynaktan elde 
olunabilir, fakat fiziksel ve kimyasal özellikleri birbirine benzemez. Ak- 
tif olmaları ancak serbest halde-SH grubuna bağlı olması nedeniyle, 
iyotasetat, nitrofenilasetat gibi maddeler bu grubu bloke ederek enzimi 
inaktifleştirirler. 


6. aşamada fosfogliseraz kinaz (fosfogliserin kinaz, ATP: 3-fosfo- 
D-gliserin-1-fosfotransferaz) rol oynar. 1,3-difosfogliserate ADP muva- 
cehesinde 3-fosfogliserata dönüşür. Bu tepkimede kofaktör olarak mut- 
laka bulunması gerekli iki değerli katyonlar Mg*?, Mn” veya Cat? iyon- 
larıdır. Metal iyonları ADP veya ATP ile aktifleştirici bir kompleks 
oluştururlar. 


7. aşamada 3-fosfogliserat (fosfoglisero) mutaz (2,3-difosfo-D-gli- 
serat: o2-fosfo-D-eliserat ofosfotransferaz) (o 3-fosfo-D-eliseratı osekunder 
ester olan 2-fosfo-D-gliserata dönüştürür. Bu tepkime mutlaka kofaktör 
olarak Mg” ve diester 2,3-difosfogliserat ister. Tepkimenin fosfoglüko- 
mütazınkine çok benzemesi olasıdır. 


8. ve 9. aşamalarda 2-fosfogliserat pirüvata dönüşür. Ancak önce 
enolaz (fosfoprüvat hidrataz) yardımiyle bir molekül suyun çıkmasıyla 
fosfoenolpirüvatın meydana gelmesi gerekir. Enolaz çok yaygın bir en- 
zim olup hepsi de Mn*?”, Mg-t, Zn*” veya Cd* gibi iki değerli katyon- 
lara mutlak surette gereksinme gösterir. Cat? ve Sr*” katyonları ise 
bunlara antagonistik etki yaparlar. F düşük konsantrasyonlarda (10 
M), özellikle ortamda Pa bulunduğu zamanlarda, inaktifleştirici olarak 
rol oynar. 


Bu tepkimenin ikinci kısmında pirüvat kinaz (ATP: pirüvat fos- 
fotransferaz) da aynı iki değerli metaller (Mg*” veya Mn) tarafından 
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aktifleştirilir. Bu metal iyonlarıyla Ca”? arasında antagonistik bir iliş- 
ki vardır. Bazı pirüvik asit kinazlar ise K, Rb veya Cs' gibi bir değerli 
katyonlar isterler ki, bu takdirde de Na' veya Li katyonlarıyla anto- 
gonistik bir ilişki vardır. 


Bundan sonra glikolitik yol ile fermantatif yol birbirinden ayrıl- 
makta ve homolaktik olan bir biçimde laktat dehidrojenazın katalize 
ettiği bir tepkime (10) sonunda glikolitik yolun son ürünü olarak laktat 
meydana geldiği halde, başlıca Saccharomyces cerevisiae ve diğer tür- 
lerin suşlarında olduğu gibi, pirüvatın daha ileri derecede katabolizması 
devam eder. Bu olayların ilk aşamasında (11) pirüvat dekarboksilazı 
(pirüvat karboksilaz, 2-okza-asit karboksilaz) rol oynar. Bu suretle 
pirüvatın tersinmez dekarboksilasyonu sonucu asetaldehit oluşur. Bu 
sırada ortamda tiyamin pirofosfatın (TPP, kokarboksilaz) ve Mg'”'un 
kaçınılmaz bir kofaktör olarak bulunması gerekir. 12. ve 13. aşamalarda 
bir taraftan daha önce oluşan asetaldehit alkol dehidrojenaz (NAD-ok- 
sidoredüktaz) yardımıyla indirgenerek etil alkole dönüşürken, asetat de- 
hidrojenazın katalize ettiği bir başka tepkimeyle de etil alkol ferman- 
tasyonunun kaçınılmaz yan ürünlerinden biri asetat meydana getirilir. 


Şekil: 107'de görüldüğü gibi, 14. ve 15. aşamalarda etil alkol fer- 
mantasyonunun bir diğer yan ürünü olan gliserin oluşur. Bunun için 
önce gliserol -3-fosfatmütaz (14), sonra gliserokinaz (15) tepkimeye girer. 


8.1.2. Heksoz monofosfat (HMP) yolu: Heksoz monofosfat hek- 
sozun metabolizmasında adı geçen en önemli yollardan birisidir. EMP- 
yolu ile arasındaki fark şekerin aldehit karbonunun CO, halinde ayrıl- 
masıdır. Bu metabolizma şeklinde ilk 3 aşamada, dehidrojenasyonlar 
olduğundan ve pentozlar katalitik alanda tepkimelere katıldıklarından 
bazen bu yol "heksoz metobalizmasının oksidatif yolu" veya "pen- 
toz çevrimi" olarak da tanımlanır. Keza fosfoglükonik asidin bu meta- 
bolizma şeklinde esas bir ara madde olması dolayısıyla "fosfoglükonik 
asit" yolu da denmektedir. 


Aşağıda Mahler ve Cordes (1969)'in verdiği HMP yolunun detaylı 
tepkimeleri verilmiştir (Şekil: 108) 


1. aşamada glükoz-fosfokinaz glikoza fosfat grubu aktararak gli- 
koz-6-fostat oluşur. 


2. aşama De-glükoz-6-fosfattan D-glükonolakton-6-P'un meydana 
gelmesidir. Zira bu aşamada glükoz-6-P-dehidrojenaz glikoza bir oksi- 
jen yerleştirmiştir. Bu enzime tepkime sırasında NADP' bir ko-enzim 
olarak eşlik eder. Ayrıca bu enzim ortamda Mg*2 veya Ca*' iyonlarının 
bulunmasını da ister. 
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Şekil: 108 HMP yolu şeması (Doelle'ye göre) 


3. aşamada lakton laktonaz tarafından 6-fosfoester glikonata dö- 
nüştürülür. Bu tepkime de oksidatif bir olay olarak cereyan eder ve 
Mg” veya Mn“ gibi bir kofaktöre gereksinme gösterir. 


4. aşamada 6-fosfoglükonik asit ribüloz 5-fosfata dönüşür. Bu ara- 
da bir molekül CO, serbest bale geçer. Bu tepkimede 6-fosfoglükonik 
asit dehidrojenaz- rol oynar. Bu olay bu metabolizma yolunun oksida- 
tif olmayan kısmıdır. Bu enzim kofaktör olarak NADP''nin ve iki de- 
ğerli bir katyonun (Mg*) ortamda bulunmasını ister. 


5. aşamada fosforilaz izomeraz rol alarak ribüloz-5-fosfat riboz-3- 
fosfata döner. 
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6. aşamada ribüloz-5-fosfatm 5. aşamada oluşan bir ikinci molekülü 
ksilolüz 5-fosfata epimerize olur. Bu reaksiyonda ksilüloz-5-fosfat izome- 
raz rol oynar. 


7. aşamada da transketolaz yardımıyla bir aktif glikolaldehit kısmı 
bir ketoz olan ksilüloz-5-fosfattan bir aldoz olan riboz-5-fosfata nakledi- 
lir. Bu arada sedoheptüloz-7-fosfat ve gliserinaldehit-3-fosfat oluşur. 
Bu enzimin aktif olabilmesi için ortamda tiyamin pirofosfatın (TPP) 
ve iki değerli metal katyonlarının (Mg*) bulunması gereklidir. 


8. aşmada transfosfosat izomeraz GAP'den DHAP meydana ge- 
tirir. 
9. aşamada ise früktoz difosfat aldolaz DHAP ve GAP'yi bir- 


leştirerek früktoz 1,6-difosfat ve o da 10. ve Il. atamaları geçerek 
glikoz-6-fosfat (oluşturur. 


12. aşamada transaldolaz gliserin aldehit-3-fosfatın bulunduğu bir 
ortamda bir ketoz olan sedoheptüloz fosfattan bir dihidroksiaseton fos- 
fat kısmını bir aldoza, örneğin D-eliserinaldehit-3-P'a aktarır. 


13. aşamada transaldolazın katalize ettiği tepkimeden meydana 
gelen früktoz -6-fosfat fosfoheksozizomeraz yardımıyla glükoz-6-fosfata 
dönüşerek devre tamamlanmış olur. Yukarıda açıklanan bu metaboliz- 
ma yolu sentez olayları için pentozfosfat, eritrozfosfat, ogliserinaldehit- 
3-P gibi önemli maddelerin hazırlanmalarında rol oynar. Pentoz fosfatın 
nükleotit sentezinin bir ön maddesi olması buna bir örnek oluşturur. 
Keza metabolizma yolunda meydana gelen ara maddelerin bazıları ise, 
aromatik amino asitlerin ve vitaminlerin ön maddelerini oluştururlar. 
Aynı zamanda bu tepkimeler sırasında meydana gelen NADPH*H* 
birçok biyosentetik tepkimelerde önemli rol oynar. Ayrıca bu yolun 
EMP ile bağlantısı da önemli bir yanını oluşturur. 


8.1.3. Enter-Doudoroff (ED) yolu: Enter-Doudoroff yolu adını 
veren şahıslar tarafından Pseudomonas saccharophila'ma. metabolizması 
üzerinde yapılan çalışmalar sırasında bulunmuştur. Bundan önceki iki 
metabolizma yolunda olduğu gibi, burada da glikoz -6-fosfat ilk ara mad- 
dedir. HMP yolunda olduğu gibi, burada da glikoz 6-fosfat -6-fosfoglü- 
konata okside olur, fakat bundan sonra dekarboksilasyonun yerini de- 
hidrasyon alır ve 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglükonat (KDPG) ara madde 
olarak ortaya çıkar. Bu tepkimede 6-fosfoglükonat dehidrojenazı rol 
oynar. Daha sonra, aşağıda verilen Şekil: 109'da görüldüğü gibi, 
bu bileşik KDPG aldolazı yardımıyla pirüvat ile gliserin aldehit- 
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3-fosfata (GAP) parçalanır. Bundan sonra 363 EMP yolundaki 
enzimler aracılığıyla ikinci bir pirüvat molekülü oluşur. 


Bu arada? Mol ATPile Il Mol NADH*H* açığa çıkar. Bu meta- 
bolizma yolunda ise, glükoz-6-fosfat önce yukarıda olduğu gibi 6-fosfog- 
lükonat ve bu da 6-fosfoglükonat dehidrojenazı yardımıyla 2-keto-3- 
desoksi-6-fosfolükanata (KDPG) dönüşür. KDPG özel bir aldolaz 
(KDPG-aldolazı) vasıtasıyla pirüvat ve gliserinaldehit -3-fosfata (GAP) 
parçalanır. GAP bundan sonra EMP-yolunda olduğu gibi pirüvata 
okside edilir. 


Bu yol bazı o Pseudomonas'larda (o saptanmıştır. 


Yukarıda açıklanan metabolizma yolları dışında herhangi bir fos- 
forilasyon olayı olmadan da glikoz ve diğer şekerler parçalanabilir. Bu 
durum kinaz enzimine sahip olmayan mikroorganizmalarda görülür. 
Örneğin Pseudomonas fluorescens o hiçbir heksokinaz içermediğinden * 
şekeri fosfatlaştıramaz. Ancak bunun gibi mikroorganizmalar glikozu 
oksidasyon yoluyla parçalayabiliriler. 


8.1.4. Fosfoketolaz (PK) yolu: Fosfoketolaz yolu EMP, HMP ve 
ED metabolizma yollarına ilâve olarak küçük bir bakteri grubu, hetero- 
fermantatif laktobasilluslar tarafından kullanılan bir yoldur (Doelle, 
1980). Bu yol HMP'nin bir varyasyonu olarak görülür (Şekil: 110). Bu 
metabolizma yolunu kullanan bakterilerde aldolaz yoktur. Bilindiği 
gibi bu enzim früktoz -1,6- difosfatı gliseraldehit -3-fosfat ve dihidroksia- 
setonfosfata dönüştürür. Aynı işi HMP yolunda transaldolaz ve trans- 
ketolaz yapmaktadır. Glikoz metabolizmasının ilk 3 aşaması, 6-fosfog- 
lükonatın dekarboksilasyonu dahil glikozun oksidasyonu HMP yolun- 
dakilerle aynıdır. Bu yolda oluşan ribüloz -5-fosfat ksilüloz -5-fosfata 
izomerleştirilir. 


Meydana gelen ksilüloz- 5-fosfat anorganik fosfat isteyen bir tepki- 
meyle glisareldehit- 3- fosfatla asetil fosfata parçalanır. Bu tepkimede 
ksilüloz- 5-fosfoketolaz rol oynar. Daha ileri aşamada ise gliseraldehit- 
3-fosfat EMP yolundaki enzimler aracılığıyla pirüvata, asetil fosfat 
ise asetokinaz aracılığıyla asetata değin dönüştürülür. Her iki dö- 
nüşümden net olarak 2 mol ATP kazanılır. Şayet pirüvat etil alkole 
değin dönüştürülürse, enerji kazancı I Mol ATP'ye düşmüş olur. 


Yukarıda açıklanan metabolizma yollarıyla sağlanan enerjiyi 
mikroorganizmalar çeşitli ürünlerin oluşumlarında kullanırlar. Burada 
bunlardan en önemlileri üzerinde durulacaktır. 
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Şekil: 110 Fosfoketolaz yolu (Doelle'ye göre). 


8.1.5. Trikarboksilik asit (TCA) çevrimi: Birçok mikroorganiz- 
ma enerji gereksinimini pirüvatın oksidasyonuyla ve serbest enerjiyle 
karşılar. Bu işlem belirli enzim gruplarının tepkimeleri sonucu olarak en 
son aşamada "tam oksidasyon"la sonuçlanarak karbondioksit ve su 
oluşur. Pirüvatın bu şekildeki bir oksidasyonu aerobik bir prosestir ve 
buna "trikarboksilik asit (TCA) çevrimi" veya "Krebs çevrimi" diyo- 
ruz (Şekil: 111). 


Bu yol biyosentez için en önemli bir yoldur. bu şekil metabolizma 
ile amino asit sentezlenmesi için bir çok ön maddeler meydana gelir. 
Örneğin 111'de de görüldüğü gibi, meydana gelen L-ketoglütarat 
glütamik asidin, okzalik asit aspartatın ve diğer amino asitlerinin ön 
maddelerini oluşturur. Buna ilâve olarak aynı metabolizmada oluşan 
süksinil-CoA glisinle birleşerek pirolleri oluşturur ki, bu madde sitok- 
romlerin ve klorofillerin önemli öğesidir. Bundan dolayı trikarboksüik 
asit çevrimi enerji üretiminde ve anabolik ön maddelerin sentezlenme- 
sinde, solunumda ve hücrenin yapımında önemli rol oynar. Mikroorganiz- 
ma bütün bu faaliyetleri için bir kontrol sistemi içinde çalışan enzim- 
lere sahiptir. 


TCA çevriminin fonksiyonu enerji sağlanması kadar biyosentez 
için gereken birçok ön maddelerin oluşmasını da kapsadığı yukarıda 
belirtilmişti. Bu işlevin düzenlenmesi gerekir. Örneğin TCA çev- 
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Şekil: 111. Trikarboksilik asit (TCA) çevirimi (Doelle'ye göre). 


riminden süksinil-CoA, 2-oksoglütarat ve oksalasetat çekilecek olursa, 
bu takdirde asetil-CoA ile "yoğunlaşarak" sitratı oluşturacak olan ok- 
salasetat TCA çevrimi için bir sınırlayıcı faktör olacaktır. Diğer yönden 
oksalasetat olmadığından asetil CoA ortamda toplanacaktır. Bununla 
beraber asetil-CoA früktoz difosfatla beraber aktivatörü olduğu fosfoenol 


21/3 


pirüvat (PEP) karboksilaz doğrudan PEP'den sitratı oluşturacak "yo- 
gunlaşma" tepkimesi için gerekli oksalasetatı meydana getirir ve bu 
suretle TCA çevriminin işlevini devam ettirir. Oksal asetatın fazla üre- 
timi halinde pirüvattan malata kadar olan tepkimeler dizisi oksal aseta- 
tın daha fazla toplanmaması için durdurulacaktır. Bu ancak as- 
partat amino asidi oluşursa olasıdır. Bu suretle ortamdaki kullanıla- 
bilir oksalasetatın miktarı azalır. 


Keza mikroorganizmanın enerji üretimini ve biyosentetik aktiviteyi 
de düzenlemesi gerekir. ATP'nin fazla üretimi pirüvat meydana getiren 
prüvat kinazın ve izositratı oksalosüksinata dönüştüren izositrat dehid- 
rojenazın durmasına neden olur. Bunun sonucu olarak ATP'nin biyo- 
senteze kanalize edilmesi olanaklıdır. ATP'deki bir azalma ise TCA 
çevriminin aktivitesinin yenilenmesiyle sonuçlanır. 


8.1.6. Gliyoksilat çevrimi ve glükoneogenezis: Asetat veya sük- 
sinat gibi küçük moleküllü bileşikler üzerinde gelişen mikroorganizma- 
lar TCA çevrimini enerji ve biyosentetik ara madde üretimi için kul- 
lanırlar. Bu, TCA çevrimine 2 enzimatik tepkimenin dahil olmasıyla 
4 C'lu asitlerin oluştuğu yeni bir çevrim mekanizması olan "gliyoksilat 
yolu" ile gerçekleşir (Şekil: 112). Böylece CO, oluşarak karbon kaybı 
da önlenmektedir. Bu çevrimde TCA çevriminin 8 enziminin 5'inden 
faydalanılmakta ve buna izositrat liyaz ve malat sentez adlarında 2 
yeni enzim katılmaktadır. 


RNA ve DNA'nın biyosentezi ve istenilen pentoz fosfatlara göre 
C,-dikarboksilik asitlerin oluşturulması için mikroorganizmalar "glü- 
koneogenezis yolu"nu kullanırlar. Bu yol EMP' yolunun tersine benzer. 
Bu iki sistem arasındaki ilişki fosfoenolpirüvat (PEP) dekarboksilazın 
katalize ettiği tepkimeyle kurulur. Bu tepkime sonucu oksalasetattan 
fosfoenol pirüvat meydana gelir. Bundan sonra EMP ve HMP yolla- 
rındaki enzimlerin tersiner tepkimelerinden, yararlanılarak önemli ön 
maddeler olan riboz-5-fosfat ve eritroz-4-fosfat oluşur. 


Enerji üretiminin düzenlenmesi ise, şöyle olmaktadır. Asetat ATP 
üretimi için asetil-CoA ve TCA çevrimi aracılığıyla kullanılır. Bu ener- 
jinin fazla üretilmesi izositrat dehidrojenazın faaliyetini durdurarak 
gliyoksilat çevrimini başlatır. ATP'nin olmaması ADP'nin birikimine 
yol açarak PEP dekarboksilazı durdurur ve izositrat dehidrojenazın 
durdurulmasını ortadan kaldırır. 


C-kaynağı olarak TCA çevriminin malat, oksalasetat veya diğer 
aramaddeleri kullanılıyorsa, Şekil: 112'de görüldüğü gibi, bu asit- 
lerden her iki çevrimi de işler bir halde tutabilmek için asetil-CoA 
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Şekil: 112 Gliyoksilat yolu (Doelle'ye göre). 


meydana gelmelidir. Bunun için malat dehidrojenaz malatı önce pirü- 
vata, daha sonra asetil-CoA'ya dönüştürür. Bu enzim asetat tarafından 
baskılanır. Böylece asetil-CoA'nın başka kaynaklarının bulunması ha- 
linde dikarboksilik asitler korunmuş olur. Bu aynı zamanda di- 
karboksilik asitlerle beraber bulunduğu zaman mikroorganizmanın ne- 
den asetatı tercih ettiğini de açıklar. 


8.1.7. Metan ve metil alkolün oksidasyonu: Mikroorganizmalar 
metil (CH3) grubu içeren 1 atomlu bileşiklerden metabolizmasında 
faydalanabilir. Bu mikroorganizmalara "metilotrofik" denir. Bu bileşik- 
lerden doğada en çok bulunan örneği olan metan (CH4) ise anaerobik ko- 
şullarda "metanojenik" bakteriler tarafından oluşturulur. Metanı okside 
edebilen bakteriler metan gazının ve serbest oksijenin bulunduğu her- 
yerde bulunurlar. 


Doelle (1981)'ye göre metanojik bakteriler metandan iki meta- 
bolizma yoluyla faydalanırlar: HMP yolunun bir varyasyonu olan ri- 
büloz fosfat yolu ve serin yolu 


Metanın oksidasyonu metanın metabolizmasında ilk aşamadır. A- 


şağıda verilen formülde görüldüğü gibi, bu aşamada metil alkol oluş- 
maktadır: 


CH440,1NADHİHi > CH,OH*H201NAD* 


Bu tepkime bir "monooksijenaz" veya oksidaz yardımıyla meydana 
gelir. Oluşan metilalkol ise, bazı mikroorganizmalar tarafından, aşağıda 
verilen formülde olduğu gibi, formik aside dönüştürülür: 


CH,OH - HCHO 


Bu tepkimeyi katalize eden enzim ise metil alkol dehidrojenazdır. 
Bu enzimin koenzimi NADH*H* değil, bir pteridin derivatıdır. Keza 
NH, iyonu bu enzimin aktivatörüdür. Formaldehit metabolizma yol- 
larından biriyle assimile edilir. Yahutta tamamen okside olarak CO,'e 
parçalanır. 


CH, > GH,OH — HCHO — HCOOH — C0, 


| ZN Ş 
Ribüloz-5-P  / NN, Giisin 
İ/ NN 
yi Li 9 
X ; ; Dp“ 
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Burada ribüloz-5-P ile formaldehidin yoğunlaşmasını "heksüloz-6 
-fosat sentaz" katalize etmektedir. Bu tekime sonucu olarak meyda- 
na gelen allüloz-6-P izomerize edilerek früktoz-6-P oluşur ki, bu aşamadan 
itibaren artık EMP ve HMP enzimleri devreye girerler ve hücre biyosen- 
tezi için gerekli ara maddeleri, çevrimin kapanması için ribüloz-5-fosfatı 
ve formaldehitle ileri aşamadaki yoğunlaşma tepkimelerinin emniye- 
tini sağlarlar. Bu yol "ribüloz fosfat" yolu olarak tanımlanır (Şekil: 
113). 


"Serin yolu"na gelince (Şekil: 114), tamamen farklı bir dizi siklik 
tepkimeleri kapsar. İlk aşamada formaldehit tetrahidrofolata bağlanır. 
Daha sonra metil grubu glisine aktarılarak serin oluşur. Bu tepkime 
Doele (1981)'e göre aşağıdaki şekilde cereyan etmektedir: 


HCHO * tetrahidrofolat -> metilen — THF 

Metilen-THF--CH.—NH? > CH:OH 4 THF 

2 CooH HNH) © 
iş COOH a 


Bu tepkimeyi serin hidroksimetütransferaz katalize eder. Oluşan 
serin transaminasyonla amino grubunu alır ve hidroksipirüvat oluşur 
ki, bu madde gliserata indirgenerek fosforilasyondan sonra EMP yoluna 
dahil olur. Fakat pirüvat oluşacağına, metilotrof bakteriler PEP kar- 
boksilaz yardımıyla oksalasetatı oluştururlar. Oksal asetatın ise malat 
dehidrojenaz yardımıyla indirgenmesi iki temel tepkimeyi başlatır. 
Birincisi malil-CoA oluşturan malil-CoA sentetaz tarafından katalize edi- 
len tepkimedir, ki bunu malil-CoA liyaz yardımıyla gliyoksilat ve asetil 
CoA'nın oluşması takip eder. Gliyoksilat glisine amine edilir ve çevrim 
kapanırken, açetil-CoA oksal asetat ile sitratı oluşturmak üzere yoğun- 
laşabilir ve bu ikinci çevrimi oluşturur. İzositrat liyazın faaliyeti sonucu 
gliyoksalat ve süksinat oluşur. Gliyoksalat çevriminin malat sentezi yok- 
tur. Bu nedenle gliyoksilattan glisin meydana gelir. Süksinat ise fümarat 
ve malat üzerinden oksalasetata dönüşür. 


8.1.8. Nişastanın ve sellülozun parçalanmaları: Doğa mikroorga- 
nizmalar için C-kaynağı olarak polimerlerce çok zengindir. Hücre memb- 
ranından geçemediklerinden mikroorganizma bu gibi maddelerden fay- 
dalanabilmek için ya hücre dışına enzim salgılama yahut hücre memb- 
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Şekil; 113 Ribüloz foslat yolu (Doelle ye göre). 


ranının dış yüzeyinde bu enzimleri hazır bulundurmak zorundadır. Bu 
enzimler polimerleri hücre içerisine taşınabilir küçük moleküllere kadar 
parçalarlar. Bu parçalanma birçok halde monomerlere kadar ilerleyebi- 
lir. Bu olayı gerçekleştiren enzimler "hidrolitik enzimler" veya "hidro- 


278 


lazlar" dır. Polimerlerden doğada fazla bulunmaları nedeniyle gi- 
derek artan ölçüde dikkatleri üzerine çeken nişasta ve sellüloz şe- 
kerlerden oluşan polisakkaritlerdir. Nişasta birçok mikroorganizma 


tarafından doğrudan kullanılabildiği halde sellüloz için durum öyle 
değildir. 


Hidrolazların nişastayı ve sellülozu parçalama mekanizması Bölüm 
7'de açıklanmıştır. Bu enzimlerden a-amilaz başlıca Bacillus stfearot- 
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Sekil; 114. Serin yolu (Doelle'ye göre). 
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hermophilus, B. subtilis, Aspergillus niger ve A. oryzae'den elde edebildi- 
ği halde, 8-amilaz mikroorganizmalarda bulunmadığından kaynak ola- 
rak bitkiler kullanılır. Amilopektini ve amilozu tamamen glikoza par- 
çalayabilen "glükoamilaz" ise, Aspergillus ve Rhizopus türlerinde ve 
bazı maya ve bakterilerde bulunmaktadır. 


Sellülozun parçalanması da Bölüm 7'de açıklandığı için burada 
yalnız değinilmiştir. Ancak sellülozun parçalanma mekanizması üze- 
rindeki bugünkü bilgimiz sınırlıdır. Fakat sellüloz hidrolizasyonunun ilk 
ürününün sellobiyoz olduğu ve bunun ise sellüloz hidrolizasyonunu bas- 
kıladığı bilinmektedir. Bu nedenle sellülozun parçalanmasının duraksa- 
madan devam edebilmesi için ortamda sellobiyoz fosforilazın bulunması 
önemlidir. Böylece sellobiyozun parçalanarak ortamda birikmesi önlen- 
miş olur. Bu tepkimenin ürünleri glükoz-1-fosfat ile glikozdur. 


8.1.9. Asetat—Bütirat—Aseton—Bütanol oluşumu: Endüstride 
önemli yerleri olan bu maddelerin oluşumunda Clostridium ve o Butyri- 
bacterium cinslerine ait bakteriler rol oynarlar (Doelle, 1981). Bunların 
arasında yalnız obligat anaerob olanlar bütirat oluştururlar. Başlıca son 
ürün olarak C. butyricum bütirik asit, C. acefobutylicum aseton ve bütanol, 
C. butylicum bütanolile birlikte CO, ve H, oluşturur. Ancak bir kaç 
bakteri önemli miktarlarda aseton ve izopropanol oluşturur. 


Bütirik asitin oluşumunda şekerlerden EMP yoluyla meydana ge- 
len pirüvat esas maddedir. Şekil: 115'de bu ve diğer fermantasyonlar 
toplu bir halde görülmektedir. 
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Şekil: 115. Asetat-Bütirat-Bütanol ve Aseton oluşumu (Doelle'ye göre). 
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Burada pirüvatın nasıl dekarboksilasyona ve fosforilazasyona uğ- 
radıktan sonra asetil- CoA'nın oluştuğu görülüyor. Asetil-CoA 'dan 
C. ihermoaceticum türü çıkan H, ile CO,'yi indirgeyerek asetat meyda- 
na getirebilmektedir. Böylece toplam 3 molekül asetat meydana 
gelmiş olur ki, bunlardan ikisi doğrudan asetil- CoA'dan gelmektedir. 


Bütiratın oluşumu ise, asetatın oluşumu ile ortamın pH'sı düşer ve 
bu nedenle NADH * H*'nm yeniden oksidasyonu giderek zorlaşır. Bun- 
dan dolayı Costridium'lar pirüvatı yalnız asetat için değil, aynı zaman- 
da asetattan daha zayıf olan bütiratı oluşturmak için de kullanırlar. 


Birçok Clostridium'ların karbonhidratları normal olarak bütirata 
dönüştürmeleri metabolizma sisteminde bir değişikliğe neden olur. Bu 
olay pH'nın 4.0'e değin düşmesinden ortaya çıkar. Böylece ortamda bi- 
rikmiş bütiratın bütünü bütanola dönüşürken, diğer yönden de asetoase- 
tli-CoA'dan asetoasetat meydana gelir. Bunun da dekarboksilasyo- 
nuyla aseton oluşur. Bu dönüşüm hücre için zararlıdır. Çünkü indirgen- 
miş NAD tekrar okside olamaz. Bazı Closirodium'lar, örneğin C. butyli- 
cum ise asetonu daha ileri aşamaya kadar indirgeyerek izopropil alkol 
meydana getirirler. 


8.1.10. Laktat oluşumu: Glikozdan laktat oluşumuna "Glikoli- 
zis" ve son ürün olarak laktatı oluşturan bir grup bakteriye de laktik 
asit bakterileri denilir. Bu grup bakteriler heterojendir; birçok cinsler- 
den oluşur. Bu grup içinde "homofermantatif" ve "heterofermantatif" 
olmak üzere iki alt grup ayırt etmek olanaklıdır. Bu iki alt grubun oluş- 
turulmasında fermantasyon sırasında oluşan laktattan başka maddelerin 
oranı esas alınır. Laktik asit bakterileri grubuna dahil bakteri cinsleri 
olan Sfreptococcus, oPediococcus ve Lactfobacillus'un bazı suşlan homofer- 
mantatif oldukları halde, ZLewconostoc ve Lactobacillusun bazı suşları 
heterofermantatiftirler. 


Laktik asit bakterileri önemli bir çürüme bakterileridir. Fakat lak- 
tik asit ve diasetil meydana getirebilme özellikleri nedeniyle özellikle 
sütçülük endüstrisinde kullanılırlar. Homofermantatif yol 


Glikoz -» 2 laktat ile, 
heterofermantif yol ise, 
Glikoz — laktat * etilalkol * CO, ile özetlenebilir. 


Heterofermantatif yolda oluşan etilalkol bazı hallerde asetatla yer 
değiştirebilir. 

Laktikasit bakterilerinin oluşturdukları laktik asidin optik aktifli- 
ği suşlara göre değişir. Örneğin bazıları hem D hem de L laktat dehidro- 
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jenazı, bazıları ise yalnız D veya L dehidrojenazı içerirler. Böylece oluş- 
turdukları laktik asitler sırasıyla DL, D ve L formlarındadırlar. Bazı lak- 
tik asit bakterileri de mevcut laktat dehidrojenazın stereo özgüllüğüne 
bakmaksızın rasemik karışımlar oluştururlar. 


Laktatın biyosentezinde yukarıda adı geçen homo-ve heteroferman- 
tatif tipler birbirlerinden önemli farklılıklar gösterirler. Homofer- 
mantatif olanda şeker pirüvata değin "EMP yolu"nu izleyerek parça- 
lanır. Sonra laktat dehidrojenazın katalize ettiği bir tepkime sonucu lak- 
tat ve ayrıca 2 mol ATP oluşur (Şekil: 104). 


Heterofermantatif olanda ise, fosfoketolaz yolunda olduğu gibi, 
fosfoketolaz ksilüloz -5-fosfatı gliseraldehit -3- fosfata ve asetil fosfata 
parçalar. Ancak bundan sonra "EMP yolu" ile gliseraldehitten pirüvat 
oluşmaktadır. Bundan sonra laktata geçiş aynı yukarıda anlatıldığı gi- 
bi cereyan eder (Şekil: 107). Bu tip fermantasyonda ancak I mol ATP 
oluşur. 


Doelle (1981) laktik asit bakterilerini obligat hompfermenter, 
obligat heterofermenter ve fakültatif homofermenter olmak üzere 3 
grup içinde toplamaktadır. Buna göre obligat homofermenterlerde frük- 
toz difosfat aldolaz var, fakat glikoz -6-fosfat dehidrojenaz ve 6-fosfo- 
glükonat dehidrojenaz yoktur. 


Obligat heterofermenterlerde her iki dehidrojenaz olduğu halde, 
früktoz difosfat yoktur. Fakültatif homofermenterlerde ise, her 3 enzim 
de vardır. Bu nedenle iki yoldan her ikisini de kullanabilir. 


8.1.11. Malo-laktik fermantasyon: Birçok laktik asit bakterileri 
malik asidi laktik aside dönüştürebilirler. Bu dönüşümün gerçek meka- 
nizması tam aydınlanmış olmamakla beraber bugün için malik asidin 
önce dekarboksilayonuyla pirüvata, onun da malat dehidrojenazla lak- 
tik aside indirgendiği kabul edilmektedir (Doelle, 1982). 


COOH NAD* NADH-H* COOH NADH-J-H* NADt COO0H 


İ e 0 | İ İ | 
CH, e ——— C-0 ———— 5 CHOH 
| | GO, | y e | 
CHOH da; CH, m, das ç Se GE 
COOH i ii e a m 
L-Malat , o Pirüvat de .. I-Laktat 


Kendisinde L (*) özgül laktat dehidrojenaz bulunmayan Leu- 
conostoc mesenteroides'in bu dönüşümü yapabilmesi bazı malolaktik bak- 
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terilerin pirüvat ve L-laktat dehidrojenaz olmadan da L-malatı L-lak- 
tata dönüştürebilen bir enzim sistemine sahip olduklarını gösteriyor. 


8.1.12 Diasetil-asetoin ve bütandiyol oluşumu: Tereyağının aro- 
ma maddesi olan diasetil bazı laktik asit bakterileri, örneğin Sifrepfococcus 
cremoris tarafından sitrattan son ürün olarak oluşturulur. Doelle (1981) 
ye göre sitrat liyaz tarafından sitrat asetat ve oksalasetata parçalandık- 
tan sonra oksal asetatın dekarboksilasyonuyla pirüvat meydana gelir 
(Şekil: 116). Daha sonra pirüvat dehidrojenaz yardımıyla asetil-CoA'ya 
dönüşür. Bu sonuncu aramadde bir aktif aset aldehit ile yoğunlaşır. 
Gerekiyorsa bir asetoin dehidrojenaz diasetili asetoine indirger. 


8.1.13 Metan oluşumu: Metan H, ve CO,'den metanojenik bak- 
teriler tarafından oluşturulur. Bu bakteriler obligat anaerobturlar; ser- 
best oksijene karşı çok fazla hassastırlar. Kompleks yapıdaki organik 
maddelerden faydalanamayan bu bakteriler, Doelle (1981)'ye göre 3 
grup substrattan faydalanırlar: 
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HOÇ-COOH 
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Asetat — COOH 


dr 
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CH CHOH-COOH CH CO-COOH 


Pirüyat 
Cd 


NADH4Hİ, CO7 


CHg-CO-SCOA cHŞ-CH-TPP 
Asetik—Co A OH 


CH CO-CO-CH, 
diasetil 
NADH#H* 
NAD* 


CHg CHOH -cO-CH, 
Asetoin 


Şekil: 116. Diasetil ve asetoin oluşumu (Doelle'ye göre). 
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a) I—6 C atomu içeren küçük moleküllü yağ asitleri 
b) I—5 C atomu içeren normal- ve izoalkoller 
c) Hidrojen, karbonmonoksit ve karbondioksit gazları. 


Doelle (1981)'ye göre metanojenik bakteriler tarafından CO, ka- 
demeli olarak CH,'a indirgenirken, format, formaldehit ve metil alkol 
“taşıyıcılar” (carriers)'a sıkıca bağlı kalır. Son zamanlarda bu taşıyıcılar- 
dan ikisi tanımlanmıştır. Bunlardan biri metil transferi yapan "Koenzim 
M" (CoM), diğeri ise floressan bir bileşik (F,,,)'tir. Bu sonuncusu NADP 
indirgenmesiyle ilişkilidir. Ferrodoksin bu organizmalarda olmadığı için, 
CO, önce formata ve sonra formaldehite indirgenir (Şekil: 117). CoM'ye 
sıkıca bağlanmış olan formaldehit, grubu bir alkol aracılığıyla bir me- 
til grubuna indirgenir. Son indirgeme aşamasında da metan oluşur. 
Substratın format olması halinde metabolizma format dehidrojenazın 
faaliyetiyle başlar. Sonra H,— CO, programıyla devam eder. Metil alkol 


co 
“42y10x) 
Ü4200red) 
GM H 
Format 426(0x) 4Z20lred) 


CH, OH 2e 
Metil alkel HS-CoN 
Dd H 


! 
CH, COOH Eğ HÇ-SCOM 
gelek; O SAMSO, H 


Şekil: 117. CO, CO, format ve asetattan metan oluşumu (Doelle'ye göre) 
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de metanojenik bakteriler için çok iyi bir substrattır. Metil alkolün 
metabolizması sırasında önce metil grubu CoM'ye aktardır. Son aşama- 
da indirgenen metil grubundan metan oluşur. 


Bazı metanojenik bakteriler, örneğin Metfhanobacterium ruminanti- 
um, organik maddelerin de substrata ilâve edilmesini isterler. Adı geçen 
bakterinin C-kaynağı gereksinmesinin 99 60'ını asetattan karşılayabil- 
mektedir. Mefhanosarcina barkeri ve Methanospirillum hungatii oOasetatı 
metana ve CO,'e dönüştürebilmektedir. Bu sırada asetatın metil gru- 
bu kendi hidrojeni ile metana dönüşürken, karboksil grubundan da CO, 
oluşmaktadır. 


Substrat karbon monoksit olduğu takdirde ise, Methanobacterium 
ihermoautotrophicum 4 mol CO'ten 3 mol CO, ve I mol CH4 meydana ge- 
tirir. Burada elektron alıcısı olarak F,, görev yapar. Sonra bu indirgen- 
miş F42, CO,'in metana indirgenmesinde bir elektron vericisi olarak iş- 
lev görür. 

8.1.14. Proteinin parçalanması: Proteinlerin aerobik parçalanma- 
ları nişasta gibi daha önce açıklanan aerobik parçalanmalardan farksız- 
dır. Anaerobik parçalanmaya gelince, endo-ve eksopeptidazların rol oy- 
nadığı bir seri tepkimeleri kapsar. Bu enzimlerin faaliyetleri sonucu ola- 
rak meydana gelen monomerler hücre içerisine nüfuz edebilir ve dolayı- 
sıyla mikroorganizma tarafından kullanılabilirler. 


Amino asisitler birçok anaerobik ve fakültatif mikroorganizmalar 
tarafından parçalanarak enerji ve C-kaynağı olarak kullanılırlar. Bu sı- 
rada NH3 ve doymuş veya doymamış yağ asitleri meydana gelir. Bu ola- 
ya 'deaminasyon" denilmektedir. Bu tepkimeleri aşağıda verilen 2 ge- 
nel formülde görüyoruz (Doelle, 1981): 


R.GH,CH COOH -- 2H* —> R.CH,CH,COOH -- NH; 


NH; Doymuş yağ Amonyak 
Amino asidi asidi 
R.CH,CH COOH ———> R.CH — CH COOH - NH, 
NH; 
Amino asit Doymuş yağ Amonyak 
asidi 


Yukarıda genel formüllerle gösterilen olaylar belli bir amino asitin 
metabolizmasında Şekil: 119'da görüldüğü gibi cereyan eder. 
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z ğ $ ; di 4 4 b ee Ni 
e ME... İkroş wi) * Lİ 
b gl e e 0 ” “Karmbomli fosfat 
N Mi ğ ? : 
(Gibi ME 1 Hala NUi2 MC«O 
ÇieNiz pg Nİ a PN e at 
ĞOOH - COOH ÇH-NH3. im —— Ek ,GH 
Gi eğil ü di N 
L-arginin ON uatrula 2 OOH . ) 
” e : 9 Lsornitin Mz H 
COOH İ Protin 
Glütamat- 5-semialdahit | 
ii eHye0oH © © İİ a 
HE-NH3 zc0  , V 
e — m 0 e ŞE Şe 
HG-NH, i  — “Çiz 
O0HK CHyÇK-COOH Çer. © COOK. vi COOHM 
> 2,4 diaminevalerei Alenin i a © © Bütirat “0. d-Aminevalerat 


Şekil: 118. Clostridium larda. alginin metabolizması (Doelle'ye göre) 


Burada arginin deaminasyona uğrayarak sitrülline dönüşür. Daha 
sonra karbomoil transferazın katalize ettiği bir tepkime sonucu sitrüllin- 
den enerjice zengin iki aramadde oluşur. Bunlardan karbomoil fosfatın 
parçalanmasıyla NH,, CO, ve ATP meydana gelir ki, amino asit me- 
tabolizmasından ATP meydana gelmesi alışılmış birşey değildir. Orni- 
tin ise, Clostridium sticklandii tarafından asetat propiyonat, valerat ve 
bütirata parçalanır. 


Birçok Clostridium ise, gereksindikleri enerjiyi uygun amino asitler 
arasındaki birleşik yükseltgeme, indirgeme tepkimelerinden elde ederler. 
Amino asitlerin bu birleşik parçalanmasına "Stickland Tepkimesi" denir. 
Buna göre uygun amino asitlerinden oluşan çiftler tek başına bir amino- 
asitten daha hızlı parçalanırlar; eşlerden biri yükseltgenirken, diğeri in- 
dirgenir. Bu tepkimeler Şekil: 120'de görülmektedir (Doelle, 1981): 


ei COOR R-CH -COOH 


yn ii i ii 


Burada aminoasit dehidrojenaz aracılığıyla ilk önce NAD* hidrojen 
alır. 


Sonraki aşamada NADH, alıcı bir aminoasit tarafından yemden 
yükseltgenir. 


Aminoasitlerin metabolizmasında bir diğer şekil ikinci aminoasidin 
yerine bir keto asidin geçmesi halidir. Örneğin Clostridium propionicum 
8-alaninden propiyonik asit oluştururken pirüvat katalatik işlev bakı- 
mından önemli bir rol oynar (Şekil: 121) (Doelle, 1981). 


8-alaninin amino grubu a-alanini ve malonat semialdehidi oluştur- 
mak üzere pirüvata aktarılır. Bu tepkimeyi bir amino transferaz katalize 
eder. Bu arada Şekil: 121'de görüldüğü gibi, yeni bir keto asit olan 2-ke- 
toglütarik asit oluşur. Mikroorganizma malonat semialdehidi propiyonik 
asit yapmak için kullanır. Bir taraftan da yeniden 8-alaninin oluşması 
için hazırlığını yapar. 
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ÇOOH 
H Ç-NH 
G 
ÇH, çHz NAD 
CO GHz 
COOH COOH 


Pirüvat Glütamat NH, 


CH, GOOH 
HG-NH) Ç-0 
COOH ÇH) NADH # Hİ 
«-Alanin ÇH> 
COOH 


2-Ketoglütaret 


Malonat 


Semialdehit 


CH; C0-COOH 


p-hidraksi— © CH> CO-SC0A 
propiyonat 5 


esi 


A4-Alani-CoA ÇHOH CHŞ COOH 


H ÇoASH 


Akritil—CoA 


CHJ-CH,-CO-SCoA CHyCHZ COOH 
Propiyonat 


Şekil: 120. Amino asit alanin ile ketoasit pirüvat arasında Stickland tepkimesi (Doelle'ye göre). 
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8.2. Anabolizma 


8.2.1. Birincil metabolizma ürünlerinin biyosentezlenmesi: oBi- 
rincil metabolizma besin maddelerinin hücre içerisine alınmasıyla baş- 
lamış olur. Bunu ara metabolizma ve ikincil metabolizma yolları iz- 
leyerek ikincil metabolizma ürünleri oluşur. Bu nedenle birincil 
metabolizma ile ikincil metabolizma birbiriyle çok yakın bir ilişki için- 
dedir. 


Bilindiği gibi mikroorganizmalar beslenmeleri için karbon, oksijen, 
hidrojen, azot ve madensel maddeleri hücre içerisine aldıktan sonra bun- 
lardan önce küçük moleküllü bileşikleri sentez ederler ki, bu maddeler da- 
ha sonra sentezlenecekleri büyük moleküllü bileşiklerin yapı taşlarını o- 
luştururlar. Bu küçük moleküllü "birincil metabolizma ürünleri"nin en 
önemlileri kısa zincirli yağ asitleri, şekerler ve aminoşekerler, aminoasit- 
ler ve nükleotitlerdir. Buna göre katabolizma bölümünde gördüğümüz 
"ara ürünler" de birincil metabolizma ürünlerinden sayılırlar. 


Birincil metabolizma ürünleri mikroorganizmaların çoğalmaları sı- 
rasında oluştuklarından dolayı, çoğalma durduğu zaman, bu tür metabo- 
lizma ürününün biyosentezi de durur. Ancak zamanla bu gibi maddele- 
rin miktarlarında ayrışmaya uğramaları nedeniyle bir azalma görülür 
(Şekil: 121). 


$ 

2 

i z 

» 2 

5 21 

p Ee 
ö b 

li 2 


Ö 2 4 6 3 10 2 14 © 
—> Zaman(saat) 


Şekil: 121. Bir mayanın çoğalması sırasında birincil metabolizma ürününün oluşumu 


O — Maya çoğalması; Â — Birincil metabolizma ürünü (Pekin'e göre). 
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8.2.2. İkincil metabolizma ürünlerinin ön maddelerinin oluşumu 


8.2.2.1. Kısa zincirli yağ asitleri: (o “Poliketir” (Polyketide) yoluyla 
asetik, propiyonik, bütirik ve diğer kısa zincirli yağ asitleri oluşur. 
Asetat ve propiyonat asetil-CoA ve propiyonil-CoA'nın oluşumunda 
sorumludur. Asetil-CoA glikozun veya yağ asitlerinin pirüvat dehid- 
rojenaz tarafından yürütülen parçalanmasında önemli bir ara madde- 
dir. Malonat ise asetatın asetil-CoA karboksilaz tarafından karboksi- 
lasyonuyla meydana gelir (Doelle, 1981). 


CH,CO.SCoA * ATP? CO, * H,O-HOOC.CH,CO.SCoOA # ADP*Pa 


Propiyonat ise Acfinomycetes'lerde oluşan ikincil ürünlerden makrolit 
(Or.: eritromisin) ve ansamakrolit antibiyotiklerin lakto halkalarının 
sentezinde kullanılır. 


Asetat mikroorganizma tarafından asetaldehidin aldehit dehidro- 
jenaz yardımıyla yükseltgenmesiyle; 


CH,CHO * NAD* * H,Ozz CH3COOH * NADH * HH 


propiyonat ise, süksinattan veya dallanmış zincirli amino asitleri olan 
valin- ve izolösinden oluşur. Burada yalnız izolösin örneği verilmiştir 
(Doelle, 1981). 


İzolösin 
si N 
2—0kso—3—metilvalerat 
J —EH--Coâ 
2—metilbütiril—CeA -- CO, 
| —H 
Tiglii—Coâ 
i #H:0 
2--Metil—3.—Hidroksibütirili—ÇoA 
er i —H 
2— Metilasetoasetil —Co4 
/ | #Coâ 
Asetil—ÇoA -- Propiyonil—CoA 


Metil malonilin oluşumu ise, propiyonil-CoA karboksilazın ve metil 
malonil-CoA karboksil transferazın katalize ettiği tepkimelerle, aşağıda 


gösterildiği gibi gerçekleşmektedir (Doelle, 1981). 
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propiyonil-CoA 


CH ilç C0-SCea 4 ATP 400,401 m, HOOC-CH-CO-SCoA - ADP -- Pa 


Propiyonil- bini A i 
ii ' Metil malonil- ve 


| Metil malonil-Co4 


CH,-CH,-CO-SCoA £ COOH kasboksiltransferaz © yooc.CH-CO-SCoA 4 CH,COCOOH 


Przopiyonil.CoA | Gey Ağir | 
C-0 ra e GE 


ME e e EO Metil malonil-CoA Pirüvat 

CH, eğ i 

COOH e emi e 
Oksalasetat e ; a 


Birçok antibiyotiklerin oluşumunda rol oynayan bütirata gelince, 
genellikle diğer yağ asitleri gibi, bir asetil -CoA ve bir malonil-CoA'nın 
yoğunlaşmasıyla meydana gelir. Ayrıca aşağıda bir örneği görüldüğü gibi, 
lösinin deaminasyonundan ve asetoasetil-CoA'dan da oluşabilir (Doelle, 
1981). 


Asetat 
| CoA 
Asetil—CoA 
4 -ACGP—CoA 
Asetil— ACP 


, --Malonil—CoA —CoA, —CO 2 
Asetoasetil— ACP 
, -2H. —H:0 
Krötonil- —ACP 
| .-2H 
Bütüril— ACP 
| —ACP 
Bütirat 


8.2.2.2. İzopren birimlerinin oluşumu: Birçok fungal metabolizma 
ürünleri C,'lu izopren birimlerinin (CH,—CH (CH,) -——CH <— CH.)) yo- 
gunlaşmasından meydana gelir. Bu ürünler steroitler ve terpenlerdir ve 
birçok ikincil metabolizma ürünlerinin de yapı taşını oluştururlar. Bun- 


lar arasında antibiyotik aktivite gösterenler de vardır. Örneğin novo- 
biyosin ve geosinin bunlardandır. 


8.2.2.3. Amino asitlerin oluşumu: Amino asitler ikincil metabolizma 
ürünü olan homo ve heteropeptit antibiyotikler oluşumunda kullanılır- 
lar. Doelle (1981)'ye göre bunlar glikoliz, pentoz fosfat yollarında ve TCA 
çevriminde meydana gelen ara ürünlerden oluşturulur (Şekil: 122). Aro- 
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2- Oksoglütur ai) — Stamale N) 


Arginin (CeNç) 


Şekil: 122. Çeşitli amino asit ailelerinin biyosentezlenmesi (Doelle'ye göre). 


matik amino asitleri fosfoenolpirüvattan, eritroz —4—fosfatın yoğun- 
laşmasıyla dallanmış zincirli aminoasit ailesi pirüvattan, serin ailesi 3— 
fosfogliserattan, glütamat ailesi 2— oksoglütarattan ve aspartat ailesi 
ise, oksal asetattan oluşur. Amino asitlerin biyosentezinde azot ya anim- 
asyonla yahut transaminasyonla keto aside ilâve edilir. Bu olayları aşa- 
gıda verilen 2 örnekte görüyoruz: 
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Glütamat 
dehidrojenaz 
Aminasyon : HOOC — (CH). — CO— COOH * NH, * NADH * Ht ——— > 


a—Ketoglütarat 
NH, 
HOOC — (CH,), — CH — COOH -- NAD* —- H,O 


Glütamat 


NH, 0 Alanin 
| Il aminotransferaz 
Transaminasyon HOOC—(CH ,).—CH-—-COOH--HOOC —CH,—C -COOH ———— 


Glütamat Oksalasetat 
0 NU, 
| | 
HOOC-CH ),—C—COOH--HOOC—CH ,—CH—COOH 


a—Ketoglütarat Aspartat 


Burada aktarılan amino grubu genellikle glütamattan veya glüta- 
minden alınıp a-ketoaside (2-oksoasit) ilâve edilmektedir. 


8.2.2.4. Şekerler ve amino şekerlerin oluşumu: Şekerler ve aminoşe- 
kerler antibiyotik ve diğer ikincil metabolizma ürünlerinin ön maddesi 
olarak kullanılırlar. Bu konuda en çok adı geçen şekerler triyozlar (D- 
gliseraldehit, dihidroksiaseton), tetraozlar (D- eritroz, D-eritrüloz), pen- 
tozlar, (L-arabinoz, D-ksiloz, D-riboz, D-ksilüloz, D-ribüloz, D-2-desok- 
siriboz), heksozlar (D-glükoz, D-mannoz, D-galaktoz, D-früktoz, L-sor- 
boz, L-ramnoz, L-füktoz) ve heptozlar (D-sedoheptüloz, D-mannoheptü- 
loz)'dır. Kuşkusuz yukarıda adları belirtilen şekerler arasında mikrobiyel 
metabolizmada en çok adı geçen şeker glikozdur. Mikroorganizma gli- 
koz gibi polisakkarit dahil diğer şekerleri de yaşamını sürdürebilmek ve 
enerji sağlayabilmek için gerektiğinde, örneğin 4- ve 3- atomlu C-kay- 
naklarından yararlanırlar. Bu kısa zincirli C-kaynakları arasında pirüvat 
ve laktat, glikojenik amino asitler ve pirüvata katabolize olabilen her- 
hangi bir bileşik bulunur. Pirüvattan glikozun (Glükojenesis) veya 
heksoz fosfatların nasıl meydana geldiği aşağıda gösterilmiştir (Mahler 
ve Cordes, 1969): 


2 CH,COCOO- * 2 NADH $ GATP *#4Ht - CH,O, $ 2 NADI 
* 6G ADP * 6Pa 
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Bu tepkimede şu aşamalar belirlenmiştir: 


H.O 
wi | Malat -—-—— -» Fiümarat : ogi 
ATP İ GTP veya ATP NADH 
2x (pirüvat ---— » Üksaloasetat ———— -- PEP -- P—gliserut ————> 
H,0 ' H,0 : 
,. Triyoz—P —— Heksaz -diP ——> Heksoz—P > Heksoz 


Bu en büyük heksoz biyosentezlenmesi (Glükojenesis) yolu etiketlenmiş 
pirüvat kullanılarak izlenebilmiştir. 


Mikroorganizmalar bazı hallerde 2 C'lu C-kaynaklarından da şekerleri 
oluşturabilmektedirler. Bu durum mikroorganizmalar C-kaynağı olarak 
etil alkolde veya asetatta yetiştirilmek istenildiği zaman ortaya çıkar. 


Monosakkaritler bir glikozit bağıyla birleşerek önce di-, tri-ve ni- 
hayet polisakkaritlerin oluşumu gerçekleşmektedir. Bu tepkimeleri gli- 
kosil aktarımı yapan transferazlar katalize ederler. Bu enzimlerin tep- 
kimeleri 7. bölümde açıklanmıştır. 


Aminoşekerler ise, glütaminin veya glütamatın amit grubuyla ke- 
toheksoz arasında cereyan eden bir transaminasyon sonunda oluşurlar: 


Ketoheksoz * Glütamin — Heksozamin * Glütamat 


Aminoşekerler perosamin ve rnikosamin gibi bazı antibiyotiklerin 
ön maddelerini oluştururlar. 


8.2.2.5. Siklitoller ve aminosiklitollerin oluşumu: Siklitoller birçok 
hidroksil grup içeren karboksilik bileşiklerdir. Siklitollerin en önemli 
grubu olan inozitoller 6 hidroksil grubu içerirler. Aminosiklitollerde ise, 
bir veya daha fazla hidroksil grubu amino grubuyla yer değiştirmiştir 
(Şekil: 123). 


Aminosiklitoller bazı antibiyotiklerin bileşiminde bulunurlar. Ör- 
neğin streptomisin, validamisin, gentamisin, neomisin ve kanamisin bu 
gruba girerler (Doelle, 1981). 


8.2.2.6. Amidino gruplarının oluşumu: Streptomisinin yapı taşla- 
rından biri olan streptidinin ve akraba olan aminosiklitol antibiyotikle- 
rinin amidin grupları L-arginin amidino grubundan meydana gelirler. 
Amidino grupları arjininden amidinotransferaz yardımıyla aktarılarak or- 
nitin meydana gelir. Ornitin karbamayilfosfattan bir amidino grubunun 
(CONH,) aktarımıyla tekrar arjinine dönüşebilmektedir (Doelle, 1981). 
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C H Heksoki Glükaz -6- 
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OH OH (NADİ NHP) 
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1 N OH 
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OK. çug 
D-myo-İnozitol myo-İnozitol 
1-Fosfat 


Şekil: 123. Glükozdan siklito myo-inozitol oluşumu (Doelle'ye göre). 


8.2.2.7. Pürin ve pirimidin bazlarının oluşumu: Birçok pürin 
ve pirimidin bazları mikroorganizmaların ikincil metabolizma ürün- 
leridir. Örneğin kordisepin (Cordycepin), psikofüranin (psicofuranine) ve 
angustimisin (angustimycin) gibi nükleosit antibiyotikler doğrudan ilgili 
nükleositlerden meydana gelir (Doelle, 1981). 

8.2.2.8. Aromatik ara maddelerin oluşumu: Aromatik ara maddeler 
birçok antibiyotiklerin ve diğer ikincil metabolizma ürünlerinin bileşen- 
leridir. Bu maddeler aromatik amino asit metabolizma yolunun ara mad- 
deleri olarak meydana gelirler. Örneğin rifamisin (rifamycine)'in aroma- 
tik bileşimi şikimik asitten, piyosiyanin (pyocyanine)'in aromatik bileşe- 
ni antranilik asitten, novobiyosin ve ksantosillin (xanthocilline)'ninki 
tirosinden v.b. oluşur (Doelle, 1981). 


8.2.2.9. Metil gruplarının oluşumu: Antibiyotiklerin biyosentezle- 
rinde söz konusu olan bütün metilasyonlarda metil grubu vericisi olarak 
metiyonin kullanılır. Metiyonin metil grupları önce Mg*t“un ve ATP' 
nin yardımıyla aktifleştirilir ve sonra metil transferaz tarafından aktarı- 
lır. Oluşumlarına metiyoninden alınan metil gruplarının katıldığı an- 
tibiyotiklere novobiyosini, eritromisini, gentamisini, sefamisin (cephamy- 
cine)'i ve diğer ikincil metabolizma ürünlerini örnek olarak gösterebiliriz 
(Doelle, 1981). 


8.2.3. İkincil metabolizma ürünlerinin biyosentezi: Bir ön madde 
sentezlendiği zaman ikincil metabolizma ürünlerinin biyosentezi için 
özgül metabolizma yollarına kanalize edilirler. Poliketit, oligopeptit ve 
polieter sınıflarına giren antibiyotiklerde olduğu gibi, bazı hallerde mo- 
nomerlerin polimerizasyonu söz konusudur. Bazı kompleks antibiyotik- 
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lerde ise, değişik bileşenler kompleks bir strüktür oluşturmak üzere bir 
araya gelirler. , 

Polimerizasyonla ikincil metabolizma ürünlerinin oluşumuna gelince, 
polimerizasyon tepkimeleri peptit antibiyotik sentetaz ve poliketit sen- 
tetaz gibi, yüksek moleküllü sentetazlar tarafından yapılır. 


Peptit antibiyotiklerinde görüldüğü gibi, ön madde olan amino asitler 
aktifleştirilir. Asetil-CoA sentetaz amino asit grubunu peptit antibiyotik 
sentetazın sülfhidril grubu alır. Gerek poliketil sentetaz gerekse peptit sen- 
tetaz bir molekül pantotein içerirler. Bu molekül içinde gelişen peptidil ve- 
ya poliaçil zincir bir aktif durumdan diğerine yer değiştirir. Peptit ba- 
gının sentezlenmesi aminoaçil grubunun SH grubuyla pantoteinin SH 
grubu arasında transpeptidasyon ve translokasyon olaylarını kapsar. 


8.3. Metabolizmanın düzenlenmesi: Bu bölümde 7. Bölümde veri- 
len enzim durdurucuları üzerindeki bilgilere bazı ilâveler yapılacaktır. 


Çeşitli metabolizma yollarında meydana gelen maddelerin mikta- 
rı hiçbir zaman mikroorganizmanın gereksinmesinden fazla değildir. Bu 
miktarı büyük ölçüde mikroorganizmanın içinde bulunduğu besiyerinin 
bileşimi tayin eder. Bunun dışındaki hallerde ise, bu, metabolizma 
kontrol mekanizmasıyla yapılır. Ancak bu düzenleme yalnız baskıla- 
ma şeklinde olmaz. Bazı hallerde uyarılma şekli de bahis konusudur. 


Baskılama hücrenin bazı düzenleyici maddelerle karşılaşması 
sonucu olarak bir veya daha çok sayıdaki özgül proteinlerin miktarında 
bir azalışı, uyarılma ise, bir artışı gösterir. Bu düzenleyici madde baskı - 
lamada çoğunlukla son ürün veya ona yapısal benzerlikte bir madde 
yahut başlangıçtaki maddenin kendisi iken, uyarılmada bir ara madde- 
dir. Her iki düzenleme şekli de genetik olarak kontrol edilir. Bu gen- 
lere "ayarlayıcı" genler denilir. 


Baskılamanın iki şekli vardır: Katabolitik ve Geri Beslemeli bas- 
kılama. Katabolitik baskılamaya glikozun veya glikozdan oluşan me- 
tabolizma ürünlerinin enzim sentezlenmesini tamamen durdurması 
bir örnek olarak gösterilebilir. Bu olayda gerçek baskılayıcının ve- 
ya durdurucunun bizzat glikozun değil, tersine tepkime sırasında 
meydana gelen ürünün glikoza çok benzer olmasının neden olduğu 
anlaşılıyor. Örneğin glikozun 8-galaktozidazı baskılaması tepkime sı- 
rasında galaktozun meydana gelmesinden kaynaklanmaktadır. Aynı şe- 
kilde pirüvat, triptofanaz ve serin deaminazın baskılayıcısı olarak bilin- 
mektedir (Mahler ve Cordes, 1969). 


Katabolitik baskılama ilk önce penisilin üretimi çalışmalarında sap- 
tanmış ve hızla kullanılan glikozun penisilin üretimi için uygun bir 
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substrat olmadığı, laktozun ise yavaş kullanılmasına karşın verimi çok 
artırdığı görülmüştür. Glikoz ve laktozdan oluşan karışık bir besiye- 
rinde ise, önce glikozun tropofaz aşamasında hızla kullanıldığı, bundan 
sonra P. chrysogenum'un laktozu kullanmaya başlamasıyla şaşkın evre 
(idiyofaz)'ye girdiği ve böylece antibiyotik üretimine geçebildiği saptan- 
mıştır. Bu nedenle bugün glikoz ortama düşük konsantrasyonda verile- 
rek yavaş bir kullanım sağlanmakta ve böylece metabolizma ürünleri 
düşük konsantrasyonda tutulabilmektedir. Laktozun buradaki rolü 
yavaş bir kullanımı sağlamasındadır (Wang, et al. 1979). 


Keza glikoz yerine daha yavaş kullanılabilen nişasta gibi bir C- 
kaynağı veya NH, yerine soya unu gibi bir N-kaynağını kullanarak ka- 
tabolitik. baskılamadan kurtulunabilmiştir. 


Geri beslemeli baskılamaya gelince, bu baskılamada ikincil meta- 
bolizma ürünleri önemli rol oynar. Örneğin kloramfenikol penisilin gibi 
kendi üretimini engeller. Bir başka örnek olarak fosfatazların fosfatlar- 
la baskılanmasıdır. Birçok fermantasyonlar gelişme için durdurucu ol- 
mayan ortofosfat konsantrasyonlarıyla durdurulur. Bu ikincil biyosen- 
tetik yolların bazılarında ara maddeler fosfatlaştırıldıkları halde, son 
ürünler fosfatlaştırılmazlar. Bu nedenle fosfatazlar biyosentezlemede 
rol alırlar. Örneğin streptomisin biyosentezinde yalnız streptidin kıs- 
mının oluşumunda en az üç fosfataz faaliyet gösterir. Sonuncu ara ürün 
streptomisin fosfattır. Enzim streptomisin fosfatı streptomisine dönüş- 
türerek fosfatın durdurucu etkisini kaldırmış olur. 


Metabolizmanın düzenlenmesinin başka şekilleri de vardır: Bunlar 
Pasteur Etkisi ve Oksijen Etkisi ve Crabiree“” veya Glikoz etkisi'dir. 
Aşağıda bunlardan kısaca bahsedilecektir. 


Bilindiği gibi mikroorganizmaların oksijene karşı durumlarında 
fakültatif anaerob olanlar aynı isim altında bir grup oluştururlar. Bu 
bakteriler, oksijen durumuna bağlı olarak, aerobikten anaerobik meta- 
bolizma prosesine geçebilirler. Oksijenin bulunması halinde şekerden hüc- 
re veriminin anaerobik koşuldakinden daha yüksek olduğu ve oksijenin 
bulunmasının alkol fermantasyonunu baskıladığı ilk defa 1860'da 
Pasteur tarafından gözlendiği için bu olaya "Pasteur Etkisi” denil- 
miştir. Buna göre oksijen bulunması halinde I g maya kuru maddesi 
4—10 g glikozdan meydana gelirken, oksijensiz ortamda aynı mik- 
tar kuru madde 60—80 g glikozdan meydana gelmektedir. 


Bu olayda görüldüğü gibi, oksijen metabolizma faaliyetini durdu- 
rarak veya teşvik ederek mikroorganizmanın hayatını kontrol eder. Ok- 
sijenin bu kontrolü TCA çevrimine dahil olan ve elektron aktaran pek çok 
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enziminin faaliyeti üzerinde uyarma ve baskılama şekillerinde yaptığı 
biliniyor. 

Pasteur Etkisi'nin mekanizmasının aydınlatılması üzerinde yapılan 
çalışmalarda substrattaki erimiş oksijen geriliminin önemli olduğu ve 
aecrobiyozisten anaerobiyozise geçiş noktasının 4—5 mm Hg oksijen 
geriliminde Olduğu bulunmuştur. Buna "kritik oksijen gerilimi" 
diyoruz. Bu olayda oksijenin enzim biyosentezini etkilediği ve TCA çev- 
rimindeki bu enzimin 2-ketoglükarat dehidrojenaz olduğu ve oksijenin 
bulunması halinde meydana getirildiği, aynı zamanda oksijenin 
EMP enzimlerini inaktifleştirerek bu yolun faaliyetini sınırladığı, eri- 
miş oksijen geriliminin 5 mm Hg altına düşmesiyle fosfatfrüktokinaz 
sentezlenmesinin hızlı bir artış gösterdiği, solunumdan fermantasyona 
geçişin 2-ketoglütarat dehidrojenazın kaybolmasına ve fosfofrüktokmazın 
şentezlenmesinde bir artışa neden olduğu anlaşılmıştır. (Doelle, 1981). 


Mikroorganizmaların metabolizma faaliyetlerini düzenlemesinin baş- 
ka bir şekli olan Crabtree veya Glikoz Etkisi'ne gelince, ilk defa Crabtree 
1920 yılında tümör hücrelerinde hücre solunum faaliyetinin glikoz tarafın- 
dan durdurulduğuna ve solunumun etkilenmesi sonucu olarak fermantas- 
yonun arttığına tanık olmuştur (Kaytan, 1982). Daha sonra Saccharomy- 
ces cerevisiae'nin aerobik koşullarda yüksek glikoz konsantyonunda sit- 
okrom a, b ve c'nin sentezlenmesini durdurduğu saptanmıştır. Başlangıç- 
ta glikoz ve oksijenin etkileri arasındaki fark, fermantasyon son ürünleri 
arasındaki benzerlik nedeniyle, ortaya konulamamış, ancak bu fark sürekli 
kültür tekniğinin geliştirilmesinden sonra anlaşılabilmiştir. İlk çalışmalar 
Candida utilis ile yapılmış ve aerobik koşullarda glikoz konsantrasyonunu 
artırmakla metabolizmanın solunumdan fermantasyona geçtiği ve bunun 
sitokrom a sentezinin glikoz tarafından durdurulmasıyla ilgili olduğu an- 
laşılmıştır. Glikozun solunum faaliyeti üzerinde buna benzer bir başka 
baskılama etkisi de glikoz konsantrasyonu düşük ve sabit tutulurken öz- 
gül büyüme hızı yüksek olduğundan fermantasyonun ortaya çıkmasıdır. 
Buna karşılık £. coli ile yapılan çalışmalarda aeorobik fermantasyon 9 
0.1 glikoz konsantrasyonunda 0.2 hl'in yukarısındaki özgül büyüme 
hızında başlar. Özgül büyüme hızı 0.1 h de sabit tutulursa, aerobik fer- 
mantasyonun © 0.2 glikoz konsantrasyonunun yukarısında başladığı 
gözlenir. Büyüme hızının ve glikoz konsantrasyonunun artışı bir solu- 
num enzimi olan süksinat dehidrojenazla NADH oksidazın sentezlen- 
mesini durdurur. Sitokromlardan yalnız d özgül büyüme hızından et- 
kilenir; glikoz konsantrasyonundan etkilenmez. 


Solunumdan fermantasyona geçişin mekanizmasına gelince, bura- 
da elektron aktarım zincirinde bulunan ve proton aktarımı yapılan 
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fosforilasyon yerlerinden 1 numaraların baskılanması rol oynar. Diğer 
yönden özgül büyüme hızı kadar glikoz da gliserinaldehit 3- fosfat de- 
hidrojenaz sentezlenmesini artırır. Ayrıca özgül büyüme hızı 2- ketoglü- 
tarat dehidrojenazın sentezlenmesini baskılayan ilâve bir etken olarak 
işlev yapar. Böylece TCA çevrimi iki dallanmış biyosentezlenme yoluna 
bölünmüş olur (Doelle 1984). 


Custers Etkisi veya Negatif Pasteur Etkisi olarak tanımlanan bir olay- 
dan daha burada bahsetmek gerekir. Custers 1940 yılında Breffanomyces 
türlerinin aerobik koşullarda anaerobik koşullara göre daha kuvvetli 
fermantasyon yaptıklarını gözlemiştir (Kaytan, 1982). Ortamda süksi- 
nat varlığında glikozun Saccharomyces türlerinde anaerobik ferman- 
tasyonu baskıladığı ve solunum yanında aerobik fermantasyonun da 
yer aldığı başka araştırmacılar tarafından da saptanmıştır. Custers'a iza- 
fe edilen bu anaerobik fermantasyonun engellenmesi olayı asetoin ve 
O, ile ortadan kaldırılabilmektedir. 


Custers Etkisi NAD'nin NADH,'ye indirgenmesiyle ilgilidir. Brer- 
tanomyces glikozdan esas ürün olarak asetik asit oluştururken bu indir- 
genme olayı ortaya çıkmaktadır. Böylece gliserin aldehit fosfat (GAP)' 
tan ve asetaldehitten etil alkolün meydana gelmesi için gerekli NAD kul- 


lanılmış olduğundan etil alkol fermantasyonu yavaşlamaktadır (Şekil: 
124). 


Glukoz  ——p GAP aaa Pirüvat 


NAÇ NADH, C0z 


MAP NAD NADH3 


Et! Ümmi ini i 
alkol Asetaldehit —p Asetat 


Şekil: 124 Custers Etkisi'nin şematik olarak tanımlanması (Kaytan'a göre) 


Anaerobik koşullarda engellenen bu fermantasyon, ortama oksijen 
veya organik H' alıcıları vermek suretiyle NADH,'nin yükseltgenmesi 
nedeniyle, bir artış gösterir ki, bu da Custers Etkisi'nde NAD'nin ö- 
nemli bir rol oynadığını kanıtlamış olur. 
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9. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARDAN 
İSTENİLEN ÖZELLİKLER 


9.1. Giriş: Fermantasyon endüstrisinde kullanılan mikroorganiz- 
malar herhangi bir fermantasyonun başarılı olup olmamasında başlıca 
etkendir. Çünkü fermantasyonun katalisti mikroorganizmadır. Bu ne- 
denle bir mikrobiyel kültürden prosese uygun bazı özelliklerin aranması 
doğaldır. Bunlar genel çizgileriyle şunlardır: 


a) Suş genetik bakımdan stabil olmalıdır. Devamlı ve kendiliğin- 
den bir veya daha fazla form meydana getiren bir suş istenmez. 


b) Suş kolaylıkla çok sayıda vejetatif hücre, spor veya diğer ço- 
galma organları meydana getirebilmelidir. 


c) Suş aşılamayı müteakip hızlı ve kuvvetli olarak çoğalabiliri e- 
lidir. 
d) Suş kültürü yalnız mikroskopta görülebilen diğer mikroorga- 


nizmalardan değil, aynı zamanda fajlardan da temiz olmalıdır. 


e) Suş kısa sürede, tercihen 3 veya daha az gün içinde istenilen 
ürünü meydana getirebilmelidir. 


f) Suş bütün toksik maddelerden temiz bir ürün oluşturmalıdır. 
Ayrıca bu ürün diğer bütün maddelerden kolaylıkla ayrılabilmelidir. 


g) Suş mümkünse bulaşmaya karşı kendisini koruyabilmelidir. 
Bu kendiliğinden korunma ortamın pH'sını düşürmek, yüksek sıcaklık- 
ta çoğalabilme ve kolaylıkla istenilen bir mikrobiyel durdurucu meydana 
getirmek suretiyle olabilir. 


h) Suş makul bir süre için kolaylıkla muhafaza edilebilmelidir. 


i) Suş bazı mutajenler veya bir grup mutajen tarafından mutas- 
yona uğrayabilmelidir. Bir mutasyon proğramı yüksek verimli suşların 
elde olunması gayesiyle yapılabilir. 
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k) Suş belli bir fermantasyon süresi içinde beklenilen miktarda 
ürün vermelidir. 


Yukarıda verilen bilgiler genel anlamda bütün fermantasyon 
endüstrilerinde kullanılan mikroorganizmalar için geçerlidir. Ancak de- 
gişik proseslerin kendine özgü teknik koşulları bir mikroorganizmanın 
seçiminde esas olmalıdır. Aşağıda değişik endüstrilerde kullanılan maya 
suşlarında aranacak özellikler verilmiştir: 


9.1.1. Şarapçılık mayaları: Windisch (1960)'e göre şarapçılık maya- 
larını Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoildeus veya pasteurianus tür- 
lerine dahil edilmiştir. Böhringer (1962)'e göre bu tasnif veya diğerleri 
artık eskimiştir. Bunun yerine Schanderl'in teklif ettiği S. cerevisiae 
var. vini daha amaca uygun düşer. Bugün şarapçılık mayasının 1000'den 
fazla susu izole edilmiştir. Bunlara orijin memleketin ve yerin veya bağın 
ismi verilmiştir. Bu, kişiyi belli bir suşun şaraba o şarap bölgesinin özel 
karakterini verdiği gibi, bir yanlış kanıya götürebilir. Halbuki maya 
tarafından oluşturulan fermantasyon bukesi kolayca uçar ve bu nedenle 
yalnız kısa süre için kalıcıdır. 


Teknikte kullanılan şarapçılık mayası suşları aşağıdaki özellikleri- 
ne göre seçilirler: 


a) Fermantasyon derecesi yüksek olmalı, yani optimum sıcaklık- 
larda fermantasyon derecesi 95 18 ve 20.5 alkole değin ulaşabilmelidir. 


b) *4'C'ye değin düşük sıcaklık derecelerinde makul bir süre için- 
de © 8—12 alkol yapabilmelidir. Bu tip mayalara "Soğuk Fer. Ma- 
yaları" denilir. 


c) Kuvvetli kükürtlenmiş şıralarda, yani düşük rH'da çalışabil - 
melidir. 


d) Ortamda & 8—12 alkol bulunmasına karşın, ortama şeker 
ilâvesinden sonra da fermantasyona devam edebilmelidir. Bu mayalara 
"Alkole Dayanıklı Mayalar" denilir. Bu özelliğe, örneğin bütün şam- 
panya mayaları sahip olmalıdır. 


e) Kırmızı şarap yapımı için kullanılan maya tanene karşı hassas 
olmamalıdır. 


f Şampanya mayaları başlangıçtaki yüksek alkol konsantrasyo- 
nuna göreceli olarak dayanıklı olmak yanında, şişe kenarlarına yapış- 
maması için taneli ve gevşek bir tortu yapmalıdır. 
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g) Şeri (Shery) şaraplarının yapımında kullanılacak mayanın alkol 
fermantasyonu sırasında ve fermantasyondan sonra zar oluşmasına geçe- 
bilmelidir. Aynı zamanda bu mayalar havadaki oksijen yardımıyla şeri 
bukesi ve tadı meydana getirebilmelidir, 


h) Yüksek şeker konsantrasyonuna dayanıklı olmalıdır. Bu tip ma- 
yalar 9 30 şeker konsantrasyonunun üstünde çalışabilmeli ve 96 10—13 
alkol yapabilmelidir. Bunlara "ozmofil mayalar" denilir. 


i) Güney memleketleri için seçilecek maya 30—32'C'ye değin ısın- 
mış bir ortamda alkolden zarar görmemeli veya plazmolize olmamalıdır. 
Maya fermantasyon sırasında 30—32'C'ye yükselen sıcaklık derecesin- 
den değil, tersine ısınmış alkolden etkilenir. 


Şarapçılık mayası suşları kültür kolleksiyonları merkezlerinden 
sağlanabilir. Memleketimizde de bu amaç için kurulmuş A.Ü. Ziraat 
Fakültesi Saf Kültür Hazırlama ve Kolleksiyon Laboratuvarı'ndan ge- 
rek yerli, gerekse yabancı tanınmış suşlar elde olunabilir. Yerli suşlardan 
özellikle Narince 3 yüksek fermantasyon gücü, kısa sürede dibe çökerek 
şarabın berraklaşmasını sağlama, az köpük yapma, kab cidarına tutun- 
mama gibi fizyolojik özellikleri yanında şarapta en fazla SO, bağlayan 
bir madde olan aldehidi az oluşturma gibi biyokimyasal özellikleri ile 
tanınmış bulunuyor (Pamir, 1975). 


9.1.2. Biracılık mayaları: Biracılık mayaları sistematikte Saccha- 
romyces cinsinin cerevisiae ve uvarum (carlsbergensis) türüne dahildirler. 
Teknikte bu türlerden çok sayıda suş bulunmaktadır. Bunların seçimin- 
de pratik deneyler rol oynamaktadır. Bununla tadı iyi bir bira elde edil- 
mesi kastedilmektedir. 


Biracılık mayaları teknik yönden "üst ve alt fermantasyon mayala- 
rı" olarak iki gruba ayrılırlar. 


Üst fermantasyon mayaları, S. cerevisiae Hansen, fermantasyon sı- 
rasında mayşenin yüzeyine çıktıkları halde, alt fermantasyon maya- 
ları, S. uvarum fermantasyon sırasında mayşe içinde kalırlar ve fer- 
mantasyonun sonuna doğru dibe çökerler. 


Alt fermantasyon biracılık mayaları arasında pratikte iki grub 
ayırt edilebilir: Topak ve Toz Mayalar. 


Mayaların bazıları faaliyetleri sırasında sıvı içerisinde toz gibi da- 
gılmışlardır. Bu gibi mayalar ancak uzun bir zaman geçtikten sonra dibe 
otururlar- Bu gibi mayalara "Toz Mayalar" denilir. Halbuki bir kısım 
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mayalar kısa bir zaman sonra sıvı içinde, küçük mikroskopik topak- 
çıklar halinde birleşerek sıvıdan ayrılırlar ve dipte sıkı bir tortu meydana 
getirirler ki, bu mayalara da "Topak Mayalar" adı verilir. Bu olaya bilim 
dilinde (o "aggglutinasyon” o sedimantasyon veya “lokkülasyon" terimleri 
de kullanılmaktadır. 


Mayalarda rastlanan bu karakterler kalıtsaldır. Gerçekten de bu ko- 
nuda yapılan araştırmalarla mayanın topaklanma kabiliyeti ile hücre du- 
varının bileşimi arasında bir ilişki olduğu ortaya konmuştur. Hücre du- 
varlarının papain ile muamelesinden sonra bu özelliğin kaybolduğu gö- 
rülmüştür ki, bunun, işlem sırasında papainin hücre duvarının bileşi- 
minde bulunan bir maddeyi parçalamasından ileri geldiği zannedilmek- 
tedir. 


Diğer taraftan Wullinger ve Piendl (1964)'e göre, fermantasyon ka- 
biliyeti düşük olan mayalarda topaklanma erken meydana gelmektedir. 
Bu gibi mayaların enzimatik faaliyetleri ve dolayısıyla madde mubade- 
leleri zayıftır. Bundan başka mayşenin havalandırma derecesinin de to- 
paklanmanın erken çıkışı üzerine etkisi görülmüştür. Havalandırma ma- 
yanın faaliyetlerini artıracağından topaklanma olayı geç vukubulur. 
Keza maya miktarı ile topaklanma oranı arasında da bir ilişki vardır, ya- 
ni maya konsantrasyonu ne kadar yüksek olursa topaklanma kendini o 
derecesi kadar erken gösterir. 


Aynı araştırmacılar topaklanma ile mayşenin sıcaklığı arasında da 
bir ilişki bulmuşlardır. Mayşenin sıcaklığı ne kadar yüksek tutulursa, 
topaklanma o kadar erken ortaya çıkmaktadır. Şeker miktarının da bu 
olayda rolü görülmüştür. Yapılan bir araştırmaya göre fermantasyon 
90 80—82'ye eriştiği zaman topaklanma başlamış olur. 


Mayanın topaklanması pratikte bir kaç bakımdan önemlidir. Bir 
defa sıvı daha çabuk durulur. Diğer yönden mayanın topaklanmaya baş- 
laması fermantasyonun sona erdiğine bir işaret olarak kabul edilebilir. 
Sonra yavaş veya hızlı bir topaklanma fermantasyon derecesinin yüksek 
veya alçak oluşuna da etki yapar. Diğer bir deyimle topaklanma ne kadar 
yavaş cereyan ederse, maya o kadar uzun süre fermantasyon sıvısıy- 
la temas halinde kalmış olacak ve dolayısıyla fermantasyon derecesi 
yükselecek demektir. 


Topaklanma olayının diğer önemli etkileri aroma, köpük tutma ve 
biranın dayanıklılığı üzerinde oynadığı rollerdir. 


Hlavacek (1961)'e göre biracılık mayalarında istenilen özellikler 
şunlardır: 
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— Biraya yabancı bir flavor vermemelidir. 


— Hızla çoğalabilmelidir. İyi bir suş 20'C'de 36 saat içinde çoğal- 
dığı kabın dibinde tortu göstermelidir. 


— Köpük durumu 2—3 gün sürer. Bu sürenin sonunda köpüğün 
hızla çökmesi gerekir. Ancak işletmelerdeki fermantasyon kaplarında 
görülen tipik köpük balonda yapılan yetiştirmelerdekine benzemez. Fa- 
kat köpük oluşması mutlaka gereklidir. Köpük oluşumu daha uzun bir 
süre geçtiği halde görülmüyorsa, o maya sonraki fermantasyonda kulla- 
nılmam abdır. 


— Fermantasyondan sonra balondaki sıvı berrak olmalıdır. Bazen 
bira hafif bulanık kalabilir. Bu olay sıklıkla kullanılan şıranın bileşi- 
minden ileri gelebilir. Hatta bazı balonlar berrak oldukları halde, 
bazıları bulanık olabilirler. Bunun mayanın fena tortulanma özelliğin- 
den ileri geldiği kabul edilir. Kabın cidarına tutunan mayalarda tortu- 
lanma kabiliyeti düşüktür. Bunun nedeni bir enfeksiyon da olabilir. 


— Tortunun sağlandığı ve rengi de- mayanın seçiminde önemli bir 
öğedir. Tortu yeknesak olmalı ve yüzeyi düz olmalıdır. Biranın kaptan 
aktarılmasında tortu dibe sağlam oturmuş halde kalmalı, az da olsa 
bir kısmı biraya geçmemelidir. Renge gelince, açık sarı olmalı ve esmer 
olmamalıdır. 


— Fermantasyonun seyrinde köpük oluşumu, köpük çöküşü, ber- 
raklaşma aşamaları birbirini izlemeli ve bu fazla devam etmemelidir. 


Biracılık mayasının suşları belli kültür merkezlerinden ya numara- 
sıyla yahut izole edildikleri yer veya fabrikanın adlarıyla sipariş edilirler. 
A.U. Ziraat Fakültesi Saf Kültür Hazırlama ve Kolleksiyon Laboratu- 
varı'nda üst fermantasyon biracılık mayalarından 68, 1200, 165 ve 127 
No. lu suşlarla alt fermantasyon biracılık mayalarından ATTC 9080, 
66 ve DAB II suşları bulunmaktadır. 


9.1.3. Ispirtoculuk mayaları: İspirtoculuk mayaları Saccharomyces 
cerevisia€ Hansen mayasının suşlarıdır. Bunlar çoğunlukla üst ferman- 
tasyon ve toz mayalarıdır. Zincir oluşması çok belirgin olmadığı za- 
man, mikroskop altındaki görünüşleri üst fermantasyon biracılık maya- 
larına benzer. 


Schormüller (1968) ve Rüdiger (1952)'e göre isportoculuk maya- 
larında istenilen özellikler şunlardır: 
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— Fermantasyon sırasında 32'C'ye değin yükselen sıcaklıklarda 
hızlı bir fermantasyon yapabilmelidir. Başka bir deyimle fermantasyon 
gücü ve sür'ati yüksek olmalıdır. 


— Çeşitli şekerleri özellikle dekstrin, polisakkarit gibi, yüksek mo- 
leküllü C-kaynaklarını çabuk ve tamamen kullanılabilmelidir. 


— Yüksek alkol konsantrasyonuna dayanıklı olmalıdır. 95 9—10 
alkol konsantrasyonu fermantasyonun seyrinde belirgin bir engelleme 
yapmamalıdır. 


— Fermantasyon enfeksiyondan korunmak için kuvvetli asit- 
lendirilmiş bir mayşede yapıldığından, düşük pH'ya karşı da dayanıklı 
olmalıdır. i 


, 


Yukarıda verilen özelliklere sahip bazı maya suşları belli kültür 
merkezlerinden sağlanabilmektedir. Bunlardan suş II, XII ve M 
Berlin'de "Institute für Garungsgewerbe und Biotechnologie" tarafın- 
dan ispirtoculuk için tavsiye olunmaktadır. Suş II özellikle yüksek 
fermantasyon gücüyle tanınmıştır. Fakat çoğunlukla fazla köpük 
yapması nedeniyle suş M, çeşitli saf mayalardan oluşan karışık 
kültür veya fermantasyon gücü yüksek olmakla beraber, aynı zaman- 
da köpük oluşturmaya eğilimi olmayan suş XII tercih edilir. Hatta bu 
sonuncu maya yüksek sıcaklık derecelerine dayanıklılığı nedeniyle 
zaman zaman nişastanın küf mantarlarıyla şekerlendirilmesi yöntemi 
olan "Amilo Yöntemi"nde de kullanılmıştır. Bu suşlardan XII ve M 
"A. Ü. Ziraat Fakültesi Fermantasyon Teknolojisi Kürsüsü Saf Kültür 
Hazırlama ve Kolleksiyon Laboratuvarı" ndan sağlanabilir. 


9.1.4. Ekmekçilik mayaları: Ekmekçilik mayaları Saccharomyces 
cerevisiae türüne dahildirler. Bunlar üst fermantasyon mayalarıdır. 
Ya toz yahut topak maya tipindedirler. Butschek ve Kautzman 
(1962)'a göre ekmekçilik mayası suşlarından istenilen özellikler şun- 
lardır: 


—e İyi bir kabartma gücüne sahip olmalıdır. 

— Enzimatik etkinliklerini uzun zaman devam ettirebilmelidir. 
— Yüksek sıcaklık derecesine dayanıklı olmalıdır. 

— Fermantasyon sür'ati yüksek olmalıdır. 


— Ekmeğe istenmeyen bir tad ve renk vermemelidir. 


Ekmekçilikte, evvelce olduğu gibi, ekmek ve bira mayalarından olu- 
şan bir karışık kültürün kullanılması bugün kabul edilebilir birşey değil- 
dir. Bugün ekmekçilik mayası tamamen "Havalandırmalı ve Akıtmalı 
Yöntemler" ile elde olunmaktadır. Ve ham madde olarak da herşeyden 
önce akla melas gelmektedir. 


9.1.5. THP mikroorganizmaları: THP proteininin diğer protein 
kaynaklarına olan üstün tarafları şunlardır (Göksel, 1981). 


— Üreme hızları bitki ve hayvanlara göre çok yüksektir. 
— Protein sentez hızları yüksektir. 
— Diğer kaynaklara göre çok yüksek oranda protein içerirler. 


— İklim koşullarına bağımlı olmaksızın üreme koşullan kontrol 
edilebilir. 


— Aynı miktarda besin eldesi için gereksinim duydukları alan di- 
ger kaynaklara göre çok daha küçüktür. 


THP üretiminde kullanılan, daha doğru bir deyimle kullanılabilen 
mikroorganizma grupları ve türleri Tablo 36'da toplu halde verilmiştir: 


Yukarıda listesi verilen mikroorganizmaların üretim amacıyla se- 
çiminde aşağıdaki özelliklerin dikkate alınmaları gerekir: 


— Mikroorganizmanın bileşimi ve besin değeri. 
— Mikroorganizmanın kültür sıvısından kolay ayrılabilirliği. 


— Mikroorganizmanın kendinde varolan veya yetiştirmeden sonra 
ortaya çıkan sağlığa zararlı madddeler. Bunlar toksik,- mütajenik, karsi- 
nojenik, allerjik ve teratojenik karakterde olabilir. 


— Hücre duvarının kalınlığı ve az miktarda kitinli madde içerme. 


— Mütasyon sonucu olarak genetik özelliklerini kaybederek stabil 
olmayan ve istenilmeyen bir forma dönüşme. 


— Enerji kaynağı olarak kullanılan C-kaynağının tamamını sar- 
fetme. 


— Kullanılan C-kaynağı üzerinden yüksek verim elde etme. 


306 


Tablo 36. THP üretiminde kullanılması olanaklı mikroorganizmalar 
: Mantarlar 
Mayalar Bakteriler Algler 
Basit Yüksek 
Saccharomyces Methylomonas Chlorella Monilia Agaricus 
methanolica 7105 candida bisporus 
5, o nvarum Pseudomonas Ch. vulgaris Geothricum A. hortensis 
SPP. laclis 
S5. fragilis Achromnabacter Ch. ellipsoi- Aspergil- Morchella 
delicaltus dm lus  oryzae sp. 
Torulopsie Bretibacterium Stichoccoum Fusarium M.  esculenta 
utilio v. ihermophila SPP. subtilis sp. 
Candida o tropicalis Flatobacterium Anabaena Penicullium T. melanospo 
Jerrugineum cylindrica sp. rum 
C. arborea Micrococcus o spp. 
Zygosaccharomyces Sarcina o İutea 
lactis 
Hansenula o suareolens | Mycobacterium 
spp 
II. saturnue Alcaligenes 
(2X2 0.58 sistin) 
Pichia polymorpha Arthrobacterium 
tumescens 
Rhodotorula o gracilis Proactinomyceles 
(2 1 metiyonin) Nocardia | sp. 
— Geniş sınırlar içinde substratlardan faydalanma. 
9.1.6. Asetik asit bakterileri: Asetikasit bakterileri sistematikte 
Gluconobacter o (Acetobacter) oOve Acetomonas türlerine dahil edilirler. 


Sirke üretiminde kullanılan bakteriler ham maddeye ve yönteme 


göre değişir. Örneğin bira şırası için Acefobacter oxydans ve A. industri- 
um; bira için A. aceti, A. pasteurianum ve A. kuefzingianum; şarap için 
de A. »xywlinoides ve A. orleanense Önemlidir. Bu sonuncu bakteri 
"Yavaş Yöntem" de kullanılır. 

"Çabuk Yöntem"de kullanılan asetik asit bakterileri doğada bulun- 
mazlar, ancak sirke işletmelerinde rastlanırlar. En önemlileri 4. schu- 


Bunlar Schormüller (1968)'e 
özelliklere 


etzenbachi, A. acetigenum ve A. curvum'dur. 


göre sirke üretimi için aşağıdaki sahip suşlar olmalıdır: 
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— Sıvı yüzeyinde sarsıntıyla kolayca dibe çökebilen ince zar oluş- 
turur. 


— Besin maddelerine karşı fazla istekli olmamalıdırlar. Örneğin 
az miktarda etil alkol içeren bira şırasında veya şeker ve etil alkol 
katılmış yapay besi yerlerinde yetişebilinelidirler. 


— Yüksek ve hızlı bir sirke verimleri vardır. 
— Ancak az miktarda mukoik madde oluştururlar. 


9.1.7. Laktik asit bakterileri: Teknik laktik asit üretiminde 
homofermantatif Lactobacillus delbrücki, L. bulgaricus ve L. leichmanni 
kullanılmaktadır. Burada laktik asit fermantasyonu ürünleri olan 
çeşitli besinlerin hazırlanmasında rol oynayan çok sayıda laktik 
asit bakterilerinden de söz etmeliyiz. Bunlar peynir olgunlaşmasında 
adı geçen LZ. helveticus ve L. casei ile kremanın ekşitilmesinde 
kullanılan Sfrepfococcus cremoris ve Sir. saccharolactis ve Leuconostoc 
ciirovorus; yoğurtta L. bulgaricus ve Sir. #hermophilus; Acidophilus- 
sütte L-bifidus ve L. acidophilus; kefirde L. caucasicus, L. casei; 
bazı bira türlerinde (Lambic, Berliner Weissbier v.b.) ve aynı zamanda 
ispirtoculukta mayşenin ekşitilmesinde Z. de/brücki; ekşi hamur ve "Sa- 
uerkraut" da L. planiarum ve Betabacterium (heterofermantatif); turşu- 
larda (Bak. Ogabi-Pamir, 1973) Z. beijerinck, L. plantarum, L. casei, L. 
brevis, L. buchneri, Pediococcus cerevisiae, Leuconostoc mesenteroides'dir. 


Rehm (1967)'e göre teknik laktik asit üretimi için seçilecek laktik 
asit bakteri suşlarında aranılacak özellikler şunlardır: 


— Çabuk çoğalabilmeli ve fazla asit yapabilmelidir. 


— Mümkün olduğunca az yan ürün oluşturmalıdır. 


Beslenmeleri için fazla istekli olmamalıdır. 
— Yüksek sıcaklık derecesine dayanıklı olmalıdır. 


Fermantasyon endüstrisinde daha pek çok alanda bakterilerin kul- 
lanıldığı kuşkusuzdur. Bu bakterilerin suşlarından istenilen ortak özel- 
likler genel anlamda verimlerinin yüksek olması ve çeşitli C-kaynaklarm- 
dan faydalanabilmeleridir. 


9.1.8. Algler: Alg üretimi için seçilen alg türleri pratiğe elverişli 
olanlardır. Bu alglerde şu özellikler aranır: 


— Besiyerinde homojen olarak dağılmalı ve katman oluşturma- 
malıdır. 
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— Üretim aşamasından sonra sıvı kısımdan kolay ayrılabilmelidir. 


— Işıktan çok iyi yararlanabilmeli ve ışığa karşı fazla istekli ol- 
mamalıdır. 


— Yüksek sıcaklığa dayanıklı olmalıdır. 


Yukarıdaki özelliklere uygun ve bugüne kadar pratikte denenmiş 
ve üretimi yapılan alg suşları daha çok Ch/orella'ya aittirler. Bunlar C. 
vulgaris, C. pyrenoidosa, C. ellipsoidea türleri ve C. 7105 suşudur. Bunun- 
la beraber Scenedesmus, Chlamydomonas ve Spirulina -cinsine ait türler 
de pratikte kullanılırlar. 


9.1.9. Şapkalı mantarlar: Ticari amaçla yetiştirilen mantarlar 
Agaricus bisporus (kahverengi) ve A. hortfensis (beyaz renkli) ve bun- 
ların yakın akrabası 4. campesiris türleridir. Bu türlerin kar beyazından 
koyu kahve rengine kadar değişen çeşitli renklerde suşları bulunur. 
Yaygın olarak kültürü yapılan bir diğer yenebilir şapkalı rnantar ise 
Lentinus edodes'ir. Bu şapkalı mantar "Orman mantarı" veya "Shiikate" 
adlarıyla da tanınır. 
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10. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
İZOLASYONLARI VE SEÇİMLERİ 


Fermantasyon endüstrisinde kullanılan mikroorganizmaların izo- 
lasyonu için çeşitli teknikler kullanılır. Amacımız burada bu tekniklerin 
özelliklerini açıklamak değildir. Çünkü bunlar gruptan gruba değiştiği 
gibi, bazen tek bir tür için dahi özel bir teknik istenebilir. Bu bilgileri 
çeşitli mikrobiyoloji ders ve taksonomi kitaplarında bulmak olanaklıdır. 
Biz burada izolasyon ve seçim konusunda genel açıklamaları vereceğiz. 


10.1. Doğadan izolasyon ve seçim: Mikroorganizmaları izole et- 
mekte kullanılan tekniklerin en eskisi "Zenginleştirme Kültürasyonu" 
dur. Bu teknikte mikroorganizmanın bulunduğu materyal selektif bir 
besiyerine nakledildikten sonra gelişmesini istediğimiz mikroorganizma 
için uygun koşullarda inkübasyon yapılır. Sonra kültürden az bir mik- 
tar ikinci bir besiyerine nakledilir. Aynı şekilde inkübasyon yapılır. Bu 
işleme istenilen mikroorganizma ortama hâkim oluncaya kadar devam 
edilir ve en sonunda saf kültür elde olunur. 


Şayet nişastalı ham maddeler üzerinde aseton yapabilen bir Cl/os- 
iridium suşu izole edilmek isteniliyorsa, o takdirde steril haldeki may- 
şe toprakla aşılanır. Mayşe anaerobik koşulda ve uygun bir sıcaklıkta, 
örneğin 37'C'de tutulur. Bu iş çok sayıda Erlenmeyerlerle yapılmalıdır. 
Bunlar arasında kuvvetli anaerobik gelişme gösterenler ve aseton koku- 
su verenler seçilerek yeni aşılamalar yapılır. Bu işe çok kuvvetli aseton 
üreten bir kültür elde olununcaya kadar devam edilir. En sonunda ana- 
erobik koşullarda nişastalı bir besiyeri üzerinde Cosfridium suşları izo- 
le edilir. Bunlar daha sonra esas hammaddesi aynı nişasta olan bir fer- 
mantasyonda denenir. İçlerinden en iyi suş büyük boyutlu bir fer- 
mantasyonda denenmek üzere seçilir. 


Bazen saf kültür izolasyonu gerekmez. Buna örnek olarak turşucu- 
luğu, zeytin salamuracılığını, bozacılığı v.b. verebiliriz. Burada doğal 
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florayı fermantasyon kaplarındaki koşullar tayin etmiştir. Belli bakte- 
riler bütün diğer mikroorganizmayı bertaraf ederek gelişir, ve ferman- 
tasyon saf kültüre gereksinme göstermeden tamamlanır. Yahut anaero- 
bik koşullar ve yüksek sıcaklık derecesi ancak belli bir fermantasyo- 
na uygun olabilir ve fermantasyon saf bir başlatıcı kültüre gereksinme 
olmadan yapılabilir. Burada yeni bir parti için bir önceki parti başlatı- 
cı kültür olarak kullanılır. 


Diğer bir şekil bir şuşu alman bir örneğin doğal florasından 
izole etmek ve onu kullanmaktır. Buna örnek olarak, sosis işlet- 
melerinde yapıldığı gibi, bir pediyokok kültürünün kullanılmasını 
verebiliriz. Pediyokok suşu üstün kalite gösteren sosis örneklerinden 
elde olunur ve normal koşulllarda sosis yapımında denendikten sonra 
kullanılır. Bu suş ortamdaki diğer bakterilere karşı hızlı bir gelişmeyi 
başlatabilir. 


Antibiyotik araştırmaları için mikroorganizma suşlarının bulun- 
masında ise, daha önce yapılan ve Sfreptomyceflevin bu konuda çok bü- 
yük potansiyele sahip olduklarını ortaya koyan çalışmalar dikkate alı- 
narak değişik doğal ve ekolojik yerlerden alınan toprak örneklerinden 
aşılamalar yapılır. Gelişen on binlerce Acfinomycetes suşu izole edilir. 
Bu sırada kolonilerin seçiminde hemen yakında bulunan bakteri veya 
küf kolonilerinin gelişmesinin engellenip engellenmediği üzerinde Ö- 
nemle durulur. Bu şekilde seçilmiş olan suşlar platlarda esas patojene 
veya patojene yakın bilinen zararsız bir bakteriye, daha sonra da 
özel bir kültürden elde olunan antibiyotik ya in vifro yahut in vivo 
deneylerde patojen suşlara karşı denenir. 


Plat tekniği laboratuvar besiyerlerinde gelişebilen bütün mik- 
roorganizmaların tek hücre ve sporlarının izolasyonu için de kulla- 
nılabilir. Bunun için mikroorganizmalardan yapılan platlarda çıplak 
gözle veya stereomikroskop altında görülebilecek kadar gelişen kolo- 
nilerin bir kısmı veya tamamı aseptik koşullar altında alınarak saf kül- 
tür elde olunur. Fakat birçok fungi için daha hızlı ve etkin bir teknik 
olarak bir çoğalma organından bir kaç sporun izolasyonu tavsiye edi- 
lir. Bu tekniğe göre küf mantarı kullanan fermantasyon endüstri- 
sinde başlatıcı kültürün hazırlanmasında petri kaplarındaki katı besi- 
yeri üzerinde gelişen mantarın üreme organları kullanılır. Bunlardan 
üzerinde olgun sporlar bulunanı bir stereomikroskop altında seçilir. 
Sterilize edilmiş ve soğutulmuş aşı iğnesi önce agara daldırılarak nem- 
lendirilir, sonra üreme organına dikkatli bir şekilde değdirilir. Aşı 
iğnesine yapışan sporlar uygun besiyerine nakledilir. Bundan sonra saf 
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kültürasyona geçilir. Bu teknik el becerisi ister ve spor taşıyıcılı üre- 
me organı olan bütün fungi, yani Mucor, Aspergillus, Penicillium v.b. 
cinsleri kapsayan #ungi /İmperfecti için kullanışlıdır. 


Bu tekniğin bir modifikasyonu agar üzerinden sporları mikro- 
monipulatör kullanarak izole etmektir. Bu teknik özellikle bir askusdaki 
askosporların ve bir bazidiyum üzerindeki bazidiyosporların genetik 
çalışmalarda kullanılacağı zaman uygundur. 


Bazı fungusda sporlar deşarj olurlar. Bu takdirde de sporların izo- 
lasyonu için gelişen kolonilerin üzerine bir plat yerleştirilerek sporlar 
yakalanır. 


Son bir teknikte ise. başka mikroorganizma gruplarını bertaraf et- 
mek için bazı maddelerden faydalanmak önerilir. Hububat ürünlerinde 
maya küf sayımları yapmak için ortama tetrasiklin katarak bütün bak- 
terilerin gelişmelerini önlemek olanaklıdır. Tetrasiklin maya ve küflere 
karşı bir etki yapmaz. Diğer yönden ikinci bir antifungi antibiyotik olan 
aktidiyon (actidione) ise besiyerine katılırsa hem mayalar hem de küfler 
gelişemezler. Bu madde bakterilerin gelişmesine herhangi bir karşı etki 
yapmaz. Aynı amaçla yapılan bir çalışmada (Ogabi ve Pamir, 1973) bak- 
terilerin izolasyonunda besiyerine & 0.14 potasyum sorbatın katılması- 
nın iyi sonuç verdiği saptanmıştır. 


10.2. Genetik proseslerle izolasyon ve seçim: Doğadan izole edi- 
len mikroorganizma suşları genellikle yüksek verimli değildirler. Bu 
nedenle böyle suşların verimlerini hücrenin genetik yapısında yapı- 
lan yeni düzenlemelerle ve mütasyonla yükseltmek gerekir. Buna 
"Suş İslahı'da denilir. Bu terim amacımıza göre orijinal (wild type) 
veya ebeveyn (parent) türden daha iyi olduğu düşünülen değişik 
genotipte bir mikroorganizmanın seçimi için kullanılır. Burada bu mik- 
roorganizmanın yalnız bize yararlılığı bakımından ıslah edildiğine işaret 
etmeliyiz. Zira mikroorganizma için bu bir "dejenerasyon"dur. Yani 
mikroorganizmanın daha çok özgülleşmekle çevre koşullarına uyma 
kaabiliyetini ve bunun sonucu olarak hayatta kalma şansını kaybetmesi 
olasıdır. 


Suşların ıslahında izlenecek 3 yol vardır: (1) Seçme (2) Mü- 
tasyondan sonra seçme ve (3) Yeniden bileşim (Rekombinasyon)'dan son- 
ra seçme. Pratik güçlükler olmakla beraber, genel olarak yüksek bitki- 
lerde ve hayvanlarda çok büyük verimlilik artışlarına neden olan aynı 
genetik ilkelerin mikrobiyel verimlilik için geçerli olmaması için teorik 
bakımdan herhangi bir neden yoktur. Gerçekten de, bugün Penicil- 
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lium ve ekmekçilik mayası mutantlarında olduğu gibi, suşların 
özelliklerinde olağanüstü gelişmeler elde edilmiş bulunmaktadır. Örnek 
olarak P. crysogenum'un 53-399 suşunda penisilin verimi 2658 |Ag/ml 
üzerine çıkılabilmiştir ki, bu suşun elde olunduğu orijin NRRL 1951 
suşunda verim ancak yak. 200 pg/ml idi. Hatta bugün Fleming'in 
zamanına göre, birim hacimden 10.000 defa fazla penisilin üretilebil- 
mektedir. 


1. Seçme: Çeşitli mikroorganizmaların suşları arasında basit olarak 
yapılan deney sonucu en iyisini seçmek suretiyle önemli gelişmeler yapıl- 
mıştır. Buradaki olay doğal genetik değişime dayanmaktadır ve “mü- 
tasyon sıklığı'nın aralığı 1x10-7-1x10-” dir. 


Bazen bir suşun iki veya daha fazla genetik tipe sahip olduğu görü- 
lür. Bu takdirde saf kültürde besin maddelerinden birini kullanarak seçi- 
me gidilir. Başka durumlarda da suş bir seçici maddeyle bir süre 
karşılaştırılır. Örnek olarak Aspergillus oryzae'nin bir suşunun sod- 
yum pentaklorfenat (C,CI,ONa) bulunan bir besiyerinde mükerrer 
olarak yetiştirilmesini ve bunun sonucu olarak sözü edilen suşun ami- 
lolitik aktivitesinin yüzey veya daldırma yöntemlerine tâbi olarak 
© 33 veya Wo 50'lik bir artış göstermesini verebiliriz. Bununla beraber 
birçok hallerde bu yapılan seçmeye daha üstün özellikte suşların 
elde olunmasında ancak bir ön adım olarak bakılmalıdır. 1926 yılında 
bu yapay uyarılma ile yapılan mütasyon yeni bir genetik dönemi baş- 
latmış ve uyarılmış mütantlar, yani yapay mütantlar suş ıslahının 
ufuklarını genişletmiştir. 


2. Mütasyondan sonra seçme: Endüstriyel amaçla mütantların elde 
olunması son yıllarda çok geniş bir uygulama alanı bulmuştur. Kuşkusuz 
bu uygulama giderek daha çok yaygınlaşacaktır. 


Mikroorganizmalarda mütantların uyarılması bir popülasyonda 
yapılır. Bu amaçla "klon" (genetik yapısı aynı olan bireylerin oluştur- 
dukları topluluk) denilen bir popülasyon kullanılır. 


Bu klon mitosis yoluyla bir hücreden, monospordan veya hiften 
çoğalmıştır. Mütajenik işlemlerin değerlendirilmesi orijinal opopülas- 
yonda uyarılan mütasyonların sıklığı ile ifade edilir. Mendel kanun- 
larıyla uyumlu olarak mütant özelliklerinin açılım oranı mayoz veya 
meyosis (meiosis) sırasında karşılıklı genetik parça "değişim" (crossing- 
over)'i olmasına bağlıdır. Bu oranın saptanması mütasyonun kalıtımsal 
ve nükleer doğada olduğunu gösteren en iyi delildir. Paraseksüel bir 
çevrime sahip olan mikroorganizmalarda mütasyonların analizleri aynı 
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tarzda yapılabilir, fakat beklenilen oranlar değişik olacaktır. Böyle hal- 
lerde orijinden değişik suşa, o suş diploit yapıldığı zaman ön görülen 
mütant fenotipi için tam açılım göstersin veya göstermesin, bir mütant 
olarak bakılabilir. Bundan dolayı mütant hücrelerini ayırt edebilen 
'eleme” (screening) yöntemleri geliştirilmiştir. Bunların bazıları aşa- 
ğıda açıklanmıştır: 

a) Orijinal popülasyon en düşük gelişmeyi sağlayan "Minimal Besi- 
yeri"nde yetiştirilir. Oksotrof (Auxotroph) olarak bilinen ve özel bir 
metabolizma ürününü sentez etme yeteneğini kaybetme sonucu olarak 
ortaya çıkan beslenme mütantları (nutritional mutants) ancak besiyerine 
mütasyonda engellenmiş faktör ilâve edildiği zaman gelişeceklerdir. 


b) Besiyerinde orijinal popülasyonun yetişmesini durduran antibi- 
yotikler veya zehirler olabilir. Bu maddelere dayanıklı mütantlar ko- 
laylıkla ortaya çıkabilir. Aynı şekilde bakteriyofajlar fazla dayanıklı 
mütantları bulmak için kullanılabilir. 


c) Dev koloni tekniği mütasyonları gözle müşahade edebilmek için 
kullanışlıdır. Bu amaç için mütajenik ajan (her 20 ml'ye sülfat olarak 
0.2 mCi”“S) bulunan plat inkübe edilir. Plat üzerinde oluşan radyal 
oluşumlar arasında morfolojik görünüş, renk, sporülasyon derecesi veya 
gelişme oranı bakımından farklı olanlar mutant olarak kabul edilir. Bu 
kolonilerden mütajenin bulunmadığı besiyerine aşılamalar yapılarak 
çoğaltmaya geçilir. 

Dev koloni tekniği kullanıldığı zaman mütasyona uğramış suşun 
homojinetesi monosporların izolasyonuyla saptanır. Renk ve morfolo- 
jideki değişiklikler nükleer değişikliklerin aksine stoplazmik değişiklik- 
lerin sonucu ortaya çıkan geçici modifikasyonlar olabilir. Bu özellikler 
ancak ikisinin birbirine bağlı olduğu hakkında önceden bir bilgi ol- 
duğu zaman nükleer mütantların ortaya çıkarılması için kullanılabilir. 
Mütajenik maddelerin çoğu toksiktir ve maksimum mütasyon sıklığı 
ancak çok az sayıda canlı mikroorganizma (çoğunlukla 9 0.1) kala- 
bilecek şekilde konsantrasyonun ayarlandığı zaman görülür. Pratikte 
gerçek konsantrasyon deneysel olarak tayin edilir. 


Endüstride kullanılan mikroorganizma mütantlarının elde olunma- 
sında kullanılan mütajenik maddeler gördükleri işe göre 3 grup altında 
toplanırlar. Fakat bunlardan bazılarının birden fazla mekanizmasının 
olması olasıdır. 


a) Kolhisin, izopropilfenilkarbonat, tiriklor asetanilit ve heksak- 
lorsikloheksanın Y-izomerinin dahil olduğu ve kromozom sayısında de- 
ğişikliğe neden olan mütajenik maddeler. 
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b) X-ışınlarının, UV-ışmlarının, nitrojen mustardların, bazı radyo- 
izotopların (özellikle”S), yabancı DNA ve metal şelatın, etilen diamin 
tetraasetik asit (EDTA)'in dahil olduğu kromozomlardaki allelin düze- 
ninde ve sayısında strüktürel değişikliklere neden olan mütajen maddeler. 


c) DNA'nın biyosentezinde adı geçen enzimleri inaktifleştiren kim- 
yasal maddelerin, pürin ve primidin bazlarıyla yarışan benzerlerinin, 
nitroz asit (HNO,)'in, hidroksilaminin ve akridinlerin dahil olduğu ve 
genlerin kendisinde ortaya çıkan kalitatif değişikleri yapan nlütajenik 
maddeler. 


3. Yeniden bileşim (Rekombinasyon): Mütasyon bizzat genetik 
çeşitliliğin esasını oluşturur. Bu esasa dayalı çok sayıdaki değişik 
fenotipler genetik yeniden bileşmelerin sonucudur. Çok sayıda alter- 
natif genlerin (alleller) yeniden bileşimlerinden ortaya çıkması olası 
genotiplerin sayısı çok yüksektir. 


Yeniden bileşim ökaryotik organizmalarda cinsel hücrelerin (ga- 
metler) oluşturdukları 2 diploit hücrenin birleşmesi sonucunda mey- 
dana gelir. Zigotlar bakterilerde de oluşabilir. Fakat bakterilerde 
gerçek hücre birleşmesi olmaz. Bunun yerine bir verici hücrenin 
genetik maddelerinin bir kısmı bir alıcı hücreye aktarılarak alıcı durum- 
daki hücre genetik maddelerinin bir kısmı bakımından diploit hale gelir. 
Bundan sonra hücre ve çekirdek bölünmeleri sırasında “yeniden 
bileşen kromozom” bir tek haploit hücreye gider. Bakterilerde görülen 
3 tip yeniden bileşim şekli vardır: Transformasyon, Konjugasyon ve 
Transdüksiyon. 


— Transformasyon: Bu şekilde alıcı hücre verici hücreden çıkmış 
olan çözünmüş DNA'yı alır. Transfarmasyon yalnız büyük moleküllü 
DNA'yı alabilen bakterilerde görülür. 


— Konjugasyon : Bu şekilde DNA'nın aktarma edilebilmesi için ve- 
rici ve alıcı hücreler arasında geçici bir fiziksel temas gereklidir. Bunda 
da tam bir hücre birleşmesi söz konusu değildir. Ancak verici hücre kro- 
mozomunun parçaları alıcı hücreye aktarılır. Konjugasyon, şim- 
diye değin, yalnız birbiriyle yakın akraba olan enterik bakteriler ve 
Pseudomonas o aeruginosa'da ogörülebilmiştir. 


— Transdüksiyon : Bu şekilde verici kromozomunun bir parçası, ve- 
rici hücre içinde husule gelen bir bakteriyofaj tarafından alıcıya taşınır. 
Transdüksiyon birçok bakteri cinsinde görülür. Önce Salmonella'da gö- 
rülmüş, daha sonra Escherichia, Shigella, Pseudomonas, Vibrio, Proteus, 
Staphylococcus ve o Bacillus'larda da saptanmıştır. 
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II. TEKNİKTE KULLANILAN MİKROORGANİZMALARIN 
MUHAFAZASI 


Elde olunan suşların özelliklerini değiştirmeden muhafaza fer- 
mantasyon endüstrisinde çok önemli bir konudur. Burada suşların öl- 
mesi ve bulaşması kadar, muhafaza sırasında suşlarda genetik değişik - 
liklikler de bahis konusudur. 


Muhafaza yöntemleri çok çeşitlidir. Fakat bunlardan en iyisi mikro- 
organizma ve onun özelliklerine en iyi cevap veren yöntemdir. Örneğin, 
bunlardan son zamanlarda kullanılan cam bilyeler üzerine mikroorga- 
nizmaları yerleştirme yöntemi mikroorganizmaları soğukta kurutma ve- 
ya soğukta tutma gereksinimini ortadan kaldırmaktadır. Böylece kültür 
karanlıkta ve oda sıcaklığında saklanabilmektedir. Bazı özellikler için 
soğukta tutma veya soğukta kurutma gibi yöntemler sakıncalı olduğu 
hallerde bu yeni yöntem düşünülebilir. Bir örnek olmak üzere mistatin 
(mystatine)'e dayanıklı bazı maya mütantlarını gösterebiliriz. Bunlar 
buz dolabında tutulduğu zaman hızla ölürler. Bu nedenle bunları oda 
sıcaklığında tutmak gerekmektedir. Aynı şekilde -106 “C'de 3-5 yıl 
tutulan P. chrysogenum'un yüksek verimli bir suşu aynı sürede 4 “C'de 
tutulana göreceli olarak verimde bir düşme göstermiştir. 


Bu genel bilgiden sonra çeşitli muhafaza yöntemlerinin açıklanması - 
na geçebiliriz. 


11.1. Subkültür: Bu klasik yöntem en az elverişli olanıdır. Bununla 
beraber soğuğa ve kurutmaya duyarlı mikroorganizmalar için gereke- 
bilir. Bazı türler birkaç gün veya hafta arayla, bazıları ise aylar ve yıl- 
lar sonra yenilenmek ister. 


Subkültürün sakıncaları ve alınacak önlemler: 


Yanlış etiketleme: Yenilemeler sırasında bir kültürü tanıtan şey- 
ler değişebilir. Bu nedenle önceden basılmış etiketler kullanılmalıdır. 
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— Bulaşma: Çok dikkatli olunsa dahi özellikle Bacillus türleriyle 
buluşma daima olasıdır. 


— Yanlış aşılama: Tüplerdeki mikroorganizmaların yeni besi- 
yerlerine nakli sırasında insanın dikkatim uzun zaman tam tuta- 
bilmesi zordur. Bu nedenle bir mikroorganizmayı yanlış birtüpe nak- 
letmek olasıdır. Kültürler arasında özenin alevden geçirilmesi de unu- 
tulabilir. Bunun gibi hataları önlemek için partiler halinde aşılanacak 
ve nakledilecek tüpler öyle düzenlenmelidir ki, her defasında doğru tüp 
alınabilsin. Bu takdirde dikkat zayıflamaz ve hata daha az olur. 


— Kültürün kaybedilmesi: Bu durum çeşitli nedenlerle ortaya 
çıkabilir. Örneğin besiyerindeki veya muhafaza sıcaklığındaki değiş- 
meler buna neden olabildiği gibi, çok sayıda kültürün kaybedil- 
mesine yol açan bir kaza da olabilir. Bu gibi durumları karşılamak 
üzere "iki-tüp yöntemi" seçilmelidir. Bir mikroorganizmadan orijinal 
kültür yapılırken her iki tüpün de aynı zamanda aşılanmasıyla elde olu- 
nan subkültürden biri deney için kullanılırken, diğeri saklanır. İkinci 
tüp kullanıldığı zaman ise yeniden iki tüp subkültür yapılır. 


— Varyantların ortaya çıkması: Bir subkültür üzerinden aylar 
veya yıllar geçmiş kolonilerden yapılıyorsa, mikroorganizmanın ka- 
rakterinde giderek bir değişme olabilir. Varyantların ortaya çıkması 
subkültürün bir muhafaza yöntemi olarak dezavantajlarından birisidir. 


— Kuruma: Bütün subkültür yöntemlerinde tüplerin ağızları 
sıkı bir şekilde kapatılmalıdır. Bu çeşitli yöntemler kullanılarak yapı- 
labilir. Aksi takdirde kültür kurur. 


11.2. Metabolizma faaliyetlerini azaltma: Mikroorganizmanın me- 
tabolizma faaliyeti azaltılarak kültürün yenilenmesi daha seyrek kul- 
lanılır. Bu çeşitli yöntemlerle yapılabilir. Örneğin minimal besin maddesi 
içeren bir besiyerinde kültürü sıvı parafinle kapatmak veya düşük sı- 
caklıkta tutmak hemen akla gelen yöntemlerden biridir. 


Birçok bakteriler bir minimal besiyerinde yapılan dik kültürle ağzı 
iyi kapatılmış tüplerde ve buzdolabında (4-6 *C) uzun yıllar canlı 
kalabilir. Böyle bir besiyerinin bileşimi ve hazırlanışı aşağıda Tablo 38'de 
verilmiştir (Pamir, 1967): 


Bu besiyerinin hazırlanışında küçük parçalar halindeki agar dara- 
sı belli olan bir balon içerisine konur ve bir kaç defa suyla yıkandıktan 
sonra su içerisinde olmak üzere bir kaç saat süreyle oda sıcaklığında bı- 
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Tablo 38. Kültür muhafazasında kullanılan et ekstraktı agarının bileşimi 


Maddeler Miktar 
Et ekstraktı 10 g 
Pepton 10 g 
Agar 15 g 
Musluk suyu ile 1000 grama 


rakılır. Sonra suyu dökülür, yeniden su ilâve edilir ve otoklavda 120 
derecede 10 dakika tutularak veya buharlama cihazında | saat bırakıla- 
rak eritilir. Henüz sıcak bir haldeyken diğer maddeler katılır. Yalnız 
bunların daha önce bir miktar su içerisinde eritilmiş olmaları gerekir. 
Sonra yukarıda olduğu gibi fenol kırmızısı muvacehesinde reaksiyon 
hafif kalevi yapılır. Gerekiyorsa yumurta akı ile berraklaştırmaya tâbi 
tutulur. Sonra otoklavda 120 derecede 5 dakika veya buharlama ciha- 
zında 30 dakika müddetle tutulur. Nihayet suyla 1000 grama getirilir 
ve filtre edilerek tüplere doldurulur. Sterilizasyon 120 derecede 20 
dakika tutmak suretiyle yapılır. 


Sıvı parafin altında saklanan birçok bakteriler yıllarca canlı kalabil- 
mektedir. Bu yöntem basittir ve funguslar için çok kullanılır. Bu 
yöntemle çalışılırken önce kültür uygun bir besiyerinde yetiştirilir. 
Bu bir yatık agar, yarıkatı agar veya sıvı besiyeri kültürü olabilir. 
Sonra saf ve steril sıvı parafin besiyerinin yüzeyini tamamen kapata- 
cak (2.55 cm) biçimde dökülür. Yatık agar kullanılıyorsa, o takdirde 
konulacak sıvı parafin agarın üst düzeyini enaz 1.5 cm geçmelidir. Sıvı 
parafinle kapatılmış kültürler oda sıcaklığında veya tercihen 0—5'C 
arasında tutulur. 


Bu yöntemin bazı sakıncaları arasında kullanışlı olmayışı, her bir 
suş tek tüple saklanıyorsa bulaşma tehlikesinin olması ve her bir suş için 
çok tüple çalışılıyorsa, o takdirde de muhafaza yeri sorununu saymak 
olanaklıdır. 


Mikroorganizmaların metabolik faaliyetlerini azaltmak için damı- 
tık su da kullanılabilir. Örneğin Pseudomonas solahacearum damıtık su- 
da ve oda sıcaklığında 10 yıl başarıyla saklanabilmiştir. Fakat Coliform 
bakteriler aynı koşullarda muhafaza edilememiştir. Bu yöntemin yay- 
gın olarak kullanılma şansı yoktur. 


11.3. Kurutma: Bu yöntem birçok mikroorganizma için kullanış- 
lıdır. Çünkü bir çok bakteri kurumaya karşı dayanıklıdır. Örneğin 
Bacillus spp. bunlardandır. Buna karşın Vibrio ve Pseudomonas spp. 
ise kurumaya daha çok duyarlıdır. 
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— Diskler üzerinde kurutma: Bu amaçla ilk akla gelen kağıt 
diskler kullanmaktır. Kültürler kâğıt diskler üzerinde kurutulduktan 
sonra basit bir alet yardımıyla plastik materyalden yapılmış iki ta- 
baka arasına kapatılır. Bu yöntem kısa dönemli muhafaza ve çok 
sayıda kültürün postayla ucuz gönderilmesi için uygundur. 


Kâğıt diskler yerine aynı amaçla jelatin diskler de kullanılır. Staphy- 
lococcus aureus ile yapılan bir denemede jelatin disk üzerinde bakterinin 
yaklaşık 6 ay süreyle canlı kalabildiği saptanmıştır. Bu yöntem özellikle 
özel alet istememesi açısından kullanışlıdır. Çok sayıda heterofrof bak- 
terilerin bu yöntemle muhafaza edilmesi olanaklıdır. Fakat canlılığın 
uzun süre kalıp kalamayacağı üzerinde bilgimiz azdır. Bu yöntemle- 
çalışırken uygun bir besiyerinde yoğun bir mikroorganizma süspansiyonu 
yapılır ve sonra buradan içinde eritilmiş jelatin (30*C'de) bulunan bir tüpe 
mililitreye 10" veya daha fazla sayıda bakteri düşecek şekilde aşılama 
yapılır. Steril kapilar bir pipet yardımıyla bir tüpten steril bir cam ve- 
ya plastik petri kabında bulunan mumlu kağıt üzerine çizilmiş daireler 
üzerine bir damla süspansiyon nakledilir. İstenilen miktarda diskler 
hazırlandıktan sonra petri kabı içerisinde fosfor pentoksit bulunan bir 
desikkatöre konur ve havası bir vakuum pompasıyla boşaltılır. Kuru- 
duğu zaman, diskler ağzı vida kapaklı steril tüplere aseptik olarak nak- 
ledilir ve 0-5'C'de muhafaza edilir. Bu şekilde muhafaza edilmiş bir 
kültürü canlandırmak için, diskler steril pens ile alınır ve uygun bir sıvı 
besiyerine nakledilir. 


— Sferil toprak, kum ve benzeri şeyler üzerinde kurutma: Mik- 
roorganizma süspansiyonları doğrudan steril toprağa ve kuma nakledilir. 
Oda sıcaklığında kurutulur ve buzdolabında muhafaza edilir. Bu yön- 
tem funguslar ve sporlu mikroorganizmaların muhafazasında kullanıl- 
ır. Bu amaçla kizelgur (Kieselgur) ve silika jel (silica gel) destek 
maddesi seçilir. 


— Kurutulmuş destek materyali üzerinde muhafaza: Bu destek 
materyali pepton, nişasta veya destran gibi maddeler veya bunların 
karışımı olabilir. Bunların çözeltileri yapıldıktan sonra az miktarda 
mikroorganizma süspansiyonu ile aşılanır. Süspansiyonların hemen 
kurutulması isteniyorsa, o takdirde vakuum kullanılır. Bu sırada 
dondurmamaya dikkat etmelidir. Bu yöntem soğukta kurutmaya 
dayanıklı olmayan mikroorganizmalar için başarıyla kullanılır. 


11.4. Dondurma: Birçok bakteriler kolaylıkla dondurularak donmuş 
durumda muhafaza edilebilirler. Bu durum metabolik faaliyeti geriletir 
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ve düşük sıcaklıklarda biyokimyasal tepkimeler için kullanılan enerji 
miktarı küçüktür. 


11.5. Buzdolabında muhafaza: Birçok bakteriler 4—6'C'de ve oda 
sıcaklığında yıllarca canlı kalırlar. Bazı bakteriler ise, örneğin Neisseria 
gonarrhocae ve Haemophilus spp. 4'C'de ölürler. 


11.6. Derin soğutucularda muhafaza: Mikroorganizmaları (0) — 
(—30'C) arasında muhafaza tavsiye olunmaz. Çünkü suyun ve elektrolit- 
lerin ötektik karışımları muhafaza edilen mikroorganizmalara zarar 
verebilir. 


11.7. Karbondioksit buzunda muhafaza:—70'C olan karbondioksit 
buzu oda sıcaklığında (20*C) muhafazaya tercih edilir. Fakat bu düşük 
derecelerde bile canlılıkta bir kayıp söz konusudur. 


11.8. Sıvı azot içinde muhafaza: — 196'C'de muhafaza metaboliz- 
mayı tamamen durdurur ve bu ultra-soğuk derecelerde muhafaza yön- 
temi diğer soğukta muhafaza yöntemlerine tercih edilir. Bu yöntemin 
uygulama alanı geniştir, ve çok çeşitli mikroorganizma kullanan labo- 
ratuvarlar için özellikle kullanışlıdır. 


11.9. Dondurarak kurutma: Liyofilizasyon (Iyophilization) veya 
“freeze drying" olarak da tanınan bu yöntem çeşitli tipteki mikroorganiz- 
maların muhafazasında senelerden beri yaygın olarak kullanılmaktadır. 


Proses esas olarak donmuş süspansiyondan suyun uçurularak alın- 
masına dayanır. Süspansiyon katı hale gelip su buhar olarak alınınca, 
mikroorganizmaların strüktürü bozulmadan muhafaza edilmiş olur. Bu 
şekilde kurutulmuş materyalin eski haline dönüşü hızlı olur. Çünkü 
böyle bir materyal çok geniş yüzeyi nedeniyle yeniden su alır. 
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12. KÜLTÜR KOLLEKSİYONLARI 


Bugün dünyada istenilen bir kültürün getirtilebileceği birçok kültür 
kolleksiyon merkezleri vardır. Bunlardan meşhur olanları ya bir araştırma 
enstitüsüyle yahut fermantasyon araştırmalarıyla tanınmış bir üniversi- 
teyle beraber çalışır. Örneğin Tokyo Üniversitesi kolleksiyonu Zirai 
Kimya ve Uygulamalı Mikrobiyoloji binasındadır. Meşhur Danimarka 
Maya Kolleksiyonu Delft'deki Mikrobiyoloji Enstitüsü ile aynı binada- 
dır. Yeni kolleksiyonlar tesis eden hükümetler veya organizasyonlar 
bu hususu dikkate almalıdırlar. 


Önemli kültür kolleksiyon merkezlerinin adresleri aşağıda veril- 
miştir: 

— Saf Kültür Hazırlama ve Kolleksiyon Laboratuvarı A.Ü. 
Ziraat Fakültesi. Ankara. 


— Mikroorganizma Kültür Kolleksiyonları Merkezi. İ.Ü. Tıp 
Fakültesi. İstanbul. 


— Commonwealth Mycological Institute, Collection of Fungus Cul- 
tures, Ferry Lane, Kew, Surrey, England. 


— Culture Collection of Algae and Protozoa, Botany School, Camb- 
ridge, England. 


— National Collection of Type-Cultures, Central Public Health La- 
boratory, Colindale Anenuce, London, N.W. 9., England. 


—: National Collection of Yeast Cultures, Brewing Industry Research 
Foundation, Lyttel Hall, Nutfield, Nr. Redhill, Surrey, England. 


— İInstitut Pasteur, Paris, France. 


— Institute for Fermentation, Microbiological Type-Culture Collec- 
ton, 4—45 fuso-Nishimocho, Higashiyodogawa-Ku, Osaka, Japan. 


— Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Netherlands. 
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— The National Collection of Industrial Bacteria, Department of 
Scientific and Industrial Research, Torry Research Station, P.O. Box 
21, 135 Abbey Road, Aberdeen, Scotland. 

— Centre de Collections de Types Microbiens, 19 Rue Cesar-Roux, 
Lausanne, Switzerland. 

— American Type-Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Roc- 
ville, Maryland 20852, U.S.A. 
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